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RESUMEN 
 
 
 
 
   Resumen 
 
RESUMEN 
 
La actividad citolítica de células NK puede ser inhibida por el reconocimiento 
de moléculas MHC de clase I clásicas y no clásicas. El sistema CD1 está formado por 
una familia de glicoproteínas relacionadas con las moléculas MHC de clase I clásicas. 
CD1a, -b y –c presentan lípidos o glicolípidos a linfocitos T, recientemente ha sido 
descrito su capacidad de inhibir la actividad lítica de células NK, al igual que ocurre 
con CD1d1 de ratón. En este trabajo se describe como CD1d humano es capaz de 
inhibir la actividad lítica de células NKs. El tratamiento con α-GalCer o β-GalCer, 
ligandos de CD1d, revierte  la inhibición inicialmente observada. 
Las células dendríticas (DC) expresan niveles fisiológicos de CD1d y poseen 
una importante función en la respuesta inmune, lo que nos llevó a estudiar su 
interacción con células NK y NKT. Además, parásitos del género Leishmania pueden 
disminuir la expresión de moléculas CD1 del grupo I. En nuestro trabajo se muestran 
como las iDCs infectadas con L. infantum, a pesar de no incrementar la expresión de 
moléculas HLA de clase I, son resistentes a la lisis de células NK, debido al aumento 
de expresión de HLA-E, ligando del receptor inhibidor CD94/NKG2A. Las iDCs 
infectadas poseen una mayor expresión de CD1d, siendo eficazmente reconocidas y 
lisadas por células iNKT, que producen además altas concentraciones de IFN-γ. Estos 
resultados sugieren un importante papel de las células NKT en la respuesta inmune 
innata frente a Leishmania. 
 
SUMMARY 
 The cytotoxic activity of Natural Killer cells can be inhibited by classical and 
non-classical MHC molecules. The CD1 system is formed by a family of glycoproteins 
that are related to classical MHC. CD1a, b and c molecules present lipids or 
glycolipids to T cells and it has been shown that these molecules can inhibit target 
cell lysis by human NK cells. It has also been shown that mouse CD1d molecules can 
protect cells from NK cell mediated cytotoxicity. We describe how human CD1d can 
inhibit NK-cell mediated cytolysis. Incubation of target cells with the ligands for 
CD1d, α-GalCer and β-GalCer abolishes the protective effect of CD1d in our in vitro 
killing assays.  
 Dendritic cells (DC) express physiological level of CD1d and play an important 
role in immune response, which lead us to study their interaction with NK and NKT 
cells. There is growing evidence that Leishmania parasites can modify the CD1 group 
I expression of DCs. We found that infected Leishmania infantum iDCs that do not up-
regulate HLA class I molecules, become resistant to killing mediated by autologous 
NK cells due to the up-regulation of HLA-E expression, inhibitory ligand of the NK 
receptor CD94/NKG2A. Furthermore, iDCs infected with L. infantum up-regulate 
CD1d cell surface expression and consequently can be efficiently recognized and 
killed by iNKT cells that produce significant amounts of IFN-γ.  These data suggest an 
important role in the innate immune response against Lesihmania.  
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1.-COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD.     
 
El Complejo Principal de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility 
Complex, MHC) se descubrió como una región multi-loci constituida por genes 
altamente polimórficos, los cuales determinaban el resultado de los transplantes 
tisulares entre individuos. El Complejo Principal de Histocompatibilidad humano es 
conocido con las siglas HLA (Human Leukocyte Antigens).  
Los genes del sistema HLA humano están presentes en el brazo corto del 
cromosoma 6 y se clasifican en genes HLA de clase I y de clase II. Son un conjunto de 
loci ligados genéticamente con expresión codominante en cada individuo. La 
característica más sobresaliente de los genes del HLA es su extenso polimorfismo, de 
gran importancia para la respuesta inmunitaria adaptativa.  
Existen dos tipos de moléculas producto de los genes HLA denominadas 
moléculas MHC de clase I y de clase II. Son glucoproteínas de superficie cuya función 
consiste en presentar péptidos a los linfocitos T. Ambas están formadas por 
subunidades estructurales diferentes pero que le dan una conformación 
tridimensional muy similar (Figura 1).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.- Moléculas MHC de clase I y II. MHC de clase I formada por cadena α 
(dominios α1, α2  y  α3) unida a β2m. MHC de clase II, cadenas α (dominios α1 y α2) y β  
(β1 y β2). En rosa se muestra el péptido presentado por las moléculas MHC. (Tomada de 
Regueiro et al, Inmunología. Panamericana).  
 
Además de los genes elevadamente polimórficos de MHC de clase I y II, 
existen muchos genes de clase I que codifican para proteínas con escaso 
polimorfismo, algunas de ellas sin función atribuida. Inicialmente se denominaron 
MHC de clase I no clásico. Estructuralmente son proteínas similares a las codificadas 
por los genes MHC de clase I, aunque no todos desempeñan funciones relacionadas 
con el sistema inmunitario. Algunos genes de clase I no clásico se localizan dentro del 
complejo MHC. La expresión celular es variable tanto en lo que respecta a la 
cantidad en superficie como a la distribución tisular. Recientemente se ha propuesto 
otra clasificación de esta familia multigénica (Hughes, A.L. et al., 1999), según la 
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cual, los genes HLA de clase I clásicos (HLA-A, -B y -C) se agruparían como HLA de 
clase Ia. Los genes HLA de clase I no clásicos se dividirían en tres subfamilias: los que 
están dentro de la región cromosómica MHC y que muestran alta similitud con los 
clásicos (HLA-E, -F y -G) se agruparían como HLA de clase Ib; los que están dentro de 
la región cromosómica MHC y que muestran baja similitud con los clásicos (HFE y MIC) 
como HLA de clase Ic; y los situados fuera de la región cromosómica MHC y en 
general de baja similitud con los clásicos (CD1, EPCR, FcRN, MR1, ULBP y ZAG) como 
HLA de clase Id. 
 
D                A      C        B      E
Cromosoma 1 humano
Región q23.1
2.-SISTEMA CD1 (Cluster of Differentiation 1).     
 
 El sistema CD1 forma parte de las molécula MHC de clase Id.  CD1 fue la 
primera molécula de esta familia que se describió codificada fuera del complejo MHC 
(Calabi, F. et al., 1986). Al igual que las proteínas MHC de clase I, son heterodimeros 
de superficie formados por la unión no covalente de una cadena  α a β2m (β2 
microglobulina). Su característica más importante es la capacidad de presentar 
antígenos de naturaleza lipídica y glicolipídica a linfocitos T.  
 
2.1.-Características genéticas. 
 
 El sistema humano CD1 esta formado por cinco genes denominados CD1A, 
CD1B, CD1C, CD1D y CD1E, que dan lugar a cinco proteínas: CD1a, -b, -c, -d y –e 
((Martin, L.H. et al., 1987); (Calabi, F. et al., 1989)). Son genes localizados en el 
cromosoma 1 en la región q23.1 (Figura 2) y codifican para una cadena α formada 
por tres dominios (α1, α2 y α3) (Martin, L.H. et al., 1987). El dominio α3 es el más 
homologo entre todos los miembros de la familia CD1 (aproximadamente un 80%) 
(Martin, L.H. et al., 1986). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.- Localización y organización cromosómica de los genes CD1 humanos. 
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Las moléculas de la familia CD1 se clasifican en dos grupos atendiendo a la 
similaridad de secuencia de los dominios α1 y α2, y a su distribución tisular. En el 
grupo I se encuentran las proteínas CD1a, -b y –c, CD1d forma el grupo II y CD1e 
quedaría  en una posición intermedia entre ambos grupos (Calabi, F. et al., 1989) 
(Figura 3). 
HFE
ZAG
MR1
HLA-E
HLA-F
HLA-G
HLA-A
HLA-B
HLA-C
MIC-A
MIC-B
ULBP3
ULBP1
ULBP2
FcRn
EPCR
CD1d
CD1e
CD1a
CD1b
CD1c
CD1 grupo 1
CD1 grupo 2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.- Árbol filogenético de la familia MHC de clase I. 
 
 Estudios realizados con diferentes grupos étnicos revelan que los genes del 
sistema CD1 poseen escaso polimorfismo, en algunos casos los cambios nucleotídicos 
son silenciosos ((Han, M. et al., 1999);(Oteo, M. et al., 1999)). Ese limitado 
polimorfismo destaca al comparar con las moléculas MHC de clase I clásicas, donde 
se hace neesario el polimorfismo dada la alta frecuencia de cambios peptídicos de los 
patógenos que presenta. En el caso de CD1, existe poca posibilidad de cambios en las 
cadenas lipídicas de los antígenos que presentan, no siendo necesario un amplio 
polimorfismo. En ratón han sido identificados dos genes (CD1D1 y CD1D2) ortólogos al 
CD1D humano ((Bradbury, A. et al., 1988); (Balk, S.P. et al., 1991)), las ratas solo 
poseen un gen CD1 también ortólogo al CD1D humano ((Ichimiya, S. et al., 
1993);(Matsuura, A. et al., 1997)). También han sido descritos estos genes en ovejas 
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((Rhind, S.M. et al., 1996) ;(Ferguson, E.D. et al., 1996)), vacas (Parsons, K.R. et al., 
1991), conejos ((Calabi, F. et al., 1989);(Hayes, S.M. et al., 2001)) y cobayas entre 
otros (Dascher, C.C. et al., 1999). 
Poco se conoce de la regulación transcripcional de los genes CD1. Los genes 
del grupo I se inducen in vitro en monocitos humanos tras el cultivo con GM-CSF 
(Granulocyte\ Macrophage Colony-Stimulating Factor)  o GM-CSF e IL-4 (Interleucine 
4) ((Kasinrerk, W. et al., 1993); (Porcelli, S. et al., 1992)), o  in vivo después de estar 
expuesto a patógenos (Sieling, P.A. et al., 1999). Células dendríticas tratadas con 
RSG (Rosigliotazona), agonista del factor de transcripción PPARγ (Peroxisome 
Prolifelator Activated Receptorγ), disminuyen la expresión de CD1a (Nencioni, A. et 
al., 2002) y del resto de moléculas CD1 del grupo I (Szatmari, I. et al., 2004). PPARγ 
es un miembro de la familia de receptores hormonales del núcleo, factor regulador 
de genes relacionados con la captura, acumulación y almacenamiento de lípidos que 
además participa en la diferenciación de monocitos a células dendríticas (Willson, 
T.M. et al., 2001). CD1d, a diferencia de las moléculas CD1 del grupo I, no aumenta 
la expresión en monocitos estimulados con GM-CSF e IL-4 (Exley, M. et al., 2000). El 
factor de transcripción PPARγ induce la expresión de CD1d en células dendríticas 
derivadas de monocitos después de una disminución inicial. Se podría especular que 
siendo PPARγ un factor que coordina la acumulación y presentación de lípidos, 
también podría actua en la presentación de éstos por CD1d (Szatmari, I. et al., 
2004). En el último año, se ha descrito una región promotora localizada delante del 
gen CD1D1 de ratón que posee una secuencia de unión para la familia de factores de 
transcripición Ets (Geng, Y. et al., 2005).  En humanos, el factor de transcripción SP1 
posee un papel importante en la función del promotor proximal de CD1D humano. El 
análisis de la región promotora de CD1D muestra que LEF-1 (Lymphoid Enhancer-
binding Factor 1), IFN-γ y NF-IL6 problablemente también contribuirían a la 
regulación de la expresión de CD1d (Chen, Q.Y. et al., 2004) .   
 
2.2.-Expresión tisular de moléculas del sistema CD1. 
 
Las moléculas CD1 tienen una expresión tisular restringida. Las moléculas CD1 
del grupo I se expresan en células dendríticas y otras células presentadoras de 
antígenos. También se expresan en timocitos corticales y se induce en monocitos de 
sangre periférica (Porcelli, S. et al., 1992). CD1c se expresa en algunos tipos de 
células B (Smith, M.E. et al., 1988).  Las moléculas CD1 del grupo II como el CD1d de 
ratón, se expresa en células presentadoras de antígeno como son las células 
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dendríticas, macrófagos y células B ((Brossay, L. et al., 1997);(Roark, J.H. et al., 
1998);(Mandal, M. et al., 1998)). CD1d en humanos se expresan en monocitos, la 
expresión disminuye en células dendríticas inmaduras derivadas de monocitos, en 
células dendríticas maduradas con LPS la expresión de CD1d es comparable a la de 
monocitos, también aparecen en macrófagos (Spada, F.M. et al., 2000). En estas 
células de origen mieloide la expresión de CD1d es baja comparando con la expresión 
en células B circulantes y en timocitos corticales ((Exley, M. et al., 2000);(Blumberg, 
R.S. et al., 1991)). También hay expresión en células epiteliales y células 
parenquimales del intestino e hígado (Canchis, P.W. et al., 1993). 
 
2.3.- CD1 del grupo I: CD1a, -b y -c. 
 
Características estructurales y tráfico intracelular. 
 
 
 Las moléculas CD1 del grupo I, son proteínas de superficie con capacidad de 
presentación antigénica. Existen formas solubles resultado de splicings alternativos 
del RNA mensajero (Woolfson, A. et al., 1994). Poseen tres dominios extracelulares 
α1, α2 y α3, un dominio transmembranal y otro citoplásmico. Los dominios α1 y α2 
forman una hendidura profunda e hidrofóbica que permite la unión de antígenos de 
naturaleza lipídica donde la región polar queda expuesta para su reconocimiento por 
el TCR de células T (Figura 4). Las moléculas CD1b poseen la hendidura de unión 
antigénica más profunda de todas las moléculas CD1, que le permite unir antígenos 
con cadena acilo de más de 80 carbonos ((Gadola, S.D. et al., 2002);(Batuwangala, T. 
et al., 2004)). CD1a por el contrario posee un lugar de unión antigénica mas 
restringido ((Zajonc, D.M. et al., 2003.Zajonc, D.M. et al., 2005)).  
 
 HLA de clase I        CD1b                 CD1a
α1
β2m
α1 α1α2 α2 α2
α3
α3
α3
β2mβ2m
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.- Gráfico estructural comparativo de una molécula HLA de clase I (HLA-A) 
con las moléculas CD1a y CD1b cristalizadas. 
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Las moléculas CD1a, -b y –c se expresan en la superficie celular asociadas a 
β2m y unidas a un lípido endógeno (Figura 5). Una vez allí son internalizados y se 
dirigen a endosomas tempranos donde quedan las moléculas CD1a (Sugita, M. et al., 
1999),  CD1b se dirige después a los lisosomas (Briken, V. et al., 2002). Tanto en los 
endosomas como en los lisosomas adquieren nuevos antígenos, propios o exógenos y 
vuelven a la superficie celular. CD1c tendría un tráfico celular mezcla de los 
anteriores, pudiendo ir tanto a los endosomas tempranos como a los lisosomas 
((Sugita, M. et al., 2000);(Briken, V. et al., 2000)). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         
Figura 5.- Tráfico intracelular de moléculas CD1 del grupo I. Ensamblaje y   
 unión de antígenos propios (en blanco) o exógenos (en negro). 
 
Presentación antigénica y características funcionales. 
 
 
La identificación de los primeros antígenos presentados por CD1 a linfocitos T 
mostró que se trataba de antígenos lipídicos (Beckman, E.M. et al., 1994). CD1b 
presenta ácidos micólicos unidos a glucosa (Beckman, E.M. et al., 1994) y 
diacilgliceroles (Sieling, P.A. et al., 1995); CD1c presenta glicofosfolípidos de origen 
bacteriano (Moody, D.B. et al., 2000) y CD1a por su parte, presenta lipopéptidos de 
Mycobacterium tuberculosis (Moody, D.B. et al., 2004) (Figura 6).  
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Ácidos 
micólicos
Diacilgliceroles Glicofosfolípidos Lipopéptidos
CD1b                           CD1c               CD1a             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.- Algunos glicolípidos presentados por CD1b, -c y –a. 
  
Los linfocitos T restringidos por CD1 reconocen esta molécula presentadora a 
través del TCR ((Grant, E.P. et al., 1999);(Moody, D.B. et al., 2000);(Spada, F.M. et 
al., 2000)), análisis de las cadenas α y β del TCR, demuestran que existe variabilidad 
de cadenas restringidas por CD1. Estos linfocitos son estimulados con antígenos 
micobacterianos principalmente, presentados por CD1 y responden con proliferación, 
producción de citocinas y citolisis, también poseen actividad microbicida con 
producción de granulisina ((Rosat, J.P. et al., 1999); (Sieling, P.A. et al., 2000)).  
Existen clones de linfocitos T restringidos por CD1 que reconocen CD1a, -b y –
c en ausencia aparente de antígenos exógenos. Estos linfocitos T autorreactivos, son 
citoliticos y secretan principalmente IFN-γ y otras citocinas de tipo Th1 ((Porcelli, S. 
et al., 1989);(Spada, F.M. et al., 2000);(Vincent, M.S. et al., 2002);(Faure, F. et al., 
1990)). Son capaces de inducir la maduración de células dendríticas derivadas de 
monocitos y son muy importantes para que estas células dendríticas adquieran 
capacidad de producir IL-12 ((Vincent, M.S. et al., 2002);(Leslie, D.S. et al., 2002)). 
Pueden jugar por tanto un papel destacado en la actuación de las células dendríticas 
en el comienzo de la respuesta inmune, que podría influir en la posterior respuesta 
adaptativa. Los linfocitos T autorreactivos actuaría como puente entre la respuesta 
innata y adaptativa ((Spada, F.M. et al., 2000);(Vincent, M.S. et al., 2003)).  
El CD1 presentado por células presentadoras de antigeno (APC, Antigen 
Presenting cells) también se relaciona con procesos crónicos asociados con 
enfermedades autoinmunes, tanto del sistema nervioso periférico ((Khalili-Shirazi, A. 
et al., 1998);(Van, R., I et al., 2000)) como nervios central (Battistini, L. et al., 
1996). En pacientes con esclerosis múltiple se han aislado linfocitos T restringidos por 
CD1 que reconocen gangliosidos y otros lípidos abundantes en el sistema nervioso, 
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sugiriendo su participación en la patogénesis de esta enfermedad ((Shamshiev, A. et 
al., 1999);(Shamshiev, A. et al., 2002)).  
 
2.4.- CD1 del grupo II: CD1d. 
 
Características Estructurales. 
 CD1d al igual que las otras moléculas del sistema CD1 se expresa en la 
superficie celular unido a β2m y poseen capacidad de presentar glicolípidos. CD1d en 
humanos y ratones puede expresarse sin la asociación a β2m (Balk, S.P. et al., 1994), 
tratándose de una isoforma con glicosilación alterada o deficiente, que parece 
restringida a células epiteliales (Kim, H.S. et al., 1999). 
β2m
 La molécula CD1d humana ha sido recientemente cristalizada tanto unida a 
antígeno como sola (Figura 7). El lugar de unión a antígeno esta formado por los 
dominios α1 y α2, que forman una hendidura profunda e hidrofóbica formada por dos 
canales (A´ y C´) que conectan con la superficie y permiten la unión de las cadenas 
lipídicas, quedando la región hidrofílica del glicolípido expuesta para su 
reconocimiento (Koch, M. et al., 2005). La hendidura de unión antigénica adquiere 
una conformación más ancha cuando CD1d no esta unido a antígeno, favoreciendo la 
unión de glicolípidos, una vez producida la unión la hendidura se estrecha.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.- Estructura de CD1d humano. Dominios α1, α2 y α3  (en azul), unido a 
β2m(en amarillo). La hendidura de unión antigénica esta ocupada por en glicolípido 
(en naranja). Adaptado de (Koch, M. et al., 2005). 
 
Tráfico intracelular. 
 La molécula CD1d generada en el retículo endoplásmico y unida a β2m se 
dirige a la membrana plasmática, una vez allí se internaliza dirigiéndose a lisosomas 
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y endosomas (Jayawardena-Wolf, J. et al., 2001). En los lisosomas puede cambiar los 
antígenos endógenos que presenta por otros, en este proceso actúan diferentes 
Saposinas (Sphingolipid Activator Proteins, SAPs) cuya función es favorecer la 
degradación de glicoesfingolípidos por enzimas solubles ((Zhou, D. et al., 
2004);(Kang, S.J. et al., 2004) ;(Winau, F. et al., 2004)) (Figura 8). La localización 
de CD1d murino en los lisosomas es esencial para la presentación de antígenos a 
células T CD1d específicas ((Chiu, Y.H. et al., 2002);(Zhou, D. et al., 2004)).    
Recientemente se ha propuesto la función como chaperona de una proteína 
microsomal MTP (Microsomal Triglyceride Transfer Protein) presente en el retículo 
endoplásmico que une lípidos endógenos, su función es previa a las saposinas en los 
lisosomas. La expresión de MTP no es ubicua, se encuentra en células presentadoras 
de antígeno, células mononucleares del hígado de ratón y células B humanas y 
murinas (Dougan, S.K. et al., 2005).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.- Tráfico intracelular de moléculas CD1d. Ensamblaje y unión de 
glicolípidos, representado en cinco pasos.  Adaptado de (Kronenberg, M., 2004). 
 
2.5.-Características funcionales de CD1d: presentación a células 
NKT.  
 
 La función más conocida y estudiada de CD1d humano y de ratón es la 
presentación de antígenos a células T restringidas por CD1d, conocidas como NKTs 
por ser linfocitos T que expresan marcadores característicos de células NKs. 
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□ Fenotipo de células NKTs. Las células NKTs constituyen una subpoblación de 
células T que coexpresan receptores de células NK, NK1.1 y CD122, y que tienen un 
TCR semi-invariante (Bendelac, A. et al., 1997). Fueron descritas primeramente en 
ratón, se trataba de una pequeña población de células T(0.4%) de dobles negativas 
CD4- CD8- , con un TCR Vβ8.2, y marcador de células NK, NK1.1 (Budd, R.C. et al., 
1987). Años más tarde se caracterizó su TCR, comprobando que era invariante Vα14-
Vβ8.2 (Lantz, O. et al., 1994). Las células NKT están restringidas por CD1d (Bendelac, 
A. et al., 1995), siendo más reactivos si esta molécula presenta α-Galactosilceramida 
(α-GalCer) (glicolípido encontrado en un extracto de la esponja marina Agelas 
mauritanius, que fue aislado y caracterizado inicialmente por su potente actividad 
antitumoral) (Kawano, T. et al., 1997)). α-GalCer, es un carbohidrato unido en α a 
una ceramida, CD1d se une a la porción de ceramida, quedando el azúcar hidrofílico 
expuesto para su unión con el TCR (Figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.- Presentación antigénica de MHC de clase I y CD1d. Posición de la región 
hidrofóbica e hidrofílica del glicolípido presentado por CD1d. 
 
  En ratón ya se han descrito cuatro categorías diferentes de NKT en función del 
tipo de TCR que expresen, pero todas poseen marcadores de células NKs: La primera 
categoría incluye a las células descritas inicialmente, Vα14-Jα18 Vβ8.2/7/2 (Lantz, 
O. et al., 1994), pueden ser CD4+ o DN (Benlagha, K. et al., 2000). Otra categoría de 
NKT (Cardell, S. et al., 1995), autorreactiva frente a CD1d, presenta un TCR más 
diverso, caracterizado como Vα3.2-Jα9/Vα8,Vβ8 (Park, S.H. et al., 2001). Una 
tercera categoría de NKT incluye células no dependientes de CD1d, y con un TCR muy 
diverso (Eberl, G. et al., 1999).  La última categoría engloba células NKT  de ratón, 
que expresan CD49B (α2-integrina) y un TCR muy diverso (Hammond, K.J. et al., 
1999). Todas las  categorías de NKT se encuentran distribuidas mayoritariamente en 
timo, hígado, bazo y médula ósea (Eberl, G. et al., 1999).   
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En humanos existen células NKT homólogas a las de ratón que expresan 
marcadores celulares típicos de células NK, CD161, y un TCR invariante Vα24-Vβ11. 
Reconocen α-GalCer presentada por CD1d (Brossay, L. et al., 1998). Fenotípicamente 
son dobles negativas o CD4+. Recientemente se ha identificado otro tipo de NKT 
humano, Vα24+ CD8+ que no produce IL-4, a diferencia de las NKT CD4+ o DN 
(Takahashi, T. et al., 2002). En la médula ósea, se ha encontrado otro tipo de células 
NKT que reconocen a CD1d y poseen un TCR no-invariante (Exley, M.A. et al., 2001). 
Las células NKT las podemos encontrar en sangre en un pequeño porcentaje (0.2% de 
células T en sangre), en hígado la población no es tan abundante como en ratón 
((Norris, S. et al., 1999) ;(Karadimitris, A. et al., 2001) ;(Kita, H. et al., 2002)).  
 
? Función de células NKT. Las células NKT poseen actividad citolítica 
((Metelitsa, L.S. et al., 2001);(Kawano, T. et al., 1999)) además son capaces de una 
rápida producción de citocinas  como IL-4 e IFN-γ, lo que le permite actuar sobre 
otros tipos celulares como linfocitos T, B, células NK, macrófagos y dendríticas 
((Carnaud, C. et al., 1999.Metelitsa, L.S. et al., 2001);(Eberl, G. et al., 2000);(Singh, 
N. et al., 1999) ;(Nishimura, T. et al., 2000) (Gonzalez-Aseguinolaza, G. et al., 
2002) ;(Nakagawa, R. et al., 2000) ;(Burdin, N. et al., 1999) ;(Naumov, Y.N. et al., 
2001)). Esta producción de citocinas le ofrece un papel importante en la polarización 
de respuesta hacia Th1 o Th2 (Smyth, M.J. et al., 2000).  
Se ha observado que las células NKT (Vα24+ Vβ11+) procedentes de PBLs 
activadas con α-GalCer, presentan una actividad antitumoral citotóxica dependiente 
de perforina in vitro e in vivo. Esta  actividad citotóxica no depende de los niveles de 
expresión de MHC de clase I en las células dianas, teniendo un mecanismo de 
actuación diferente al de células NKs (Kawano, T. et al., 1999). Células NKT humanas 
seleccionadas con tetrámeros CD1d unidos a αGalCer, presentan actividad citotóxica 
cuando se las enfrenta a células tumorales que presentan CD1d, y producen IL-2 que 
induce la citotoxicidad mediada por células NK que actuaría frente a aquellas células 
tumorales CD1d- (Metelitsa, L.S. et al., 2001). 
 Las células NKTs participan en la respuesta frente a algunas infecciones 
bacterianas, virales y parasitarias. Poseen una importante función en las fases 
tempranas de la respuesta con la producción de IFN-γ, como en el caso de 
infecciones bacterianas por Pseudomonas aeruginosa  (Nieuwenhuis, E.E. et al., 
2002). También actúan en la respuesta inmune frente al virus de la Hepatitis B y C 
((Exley, M.A. et al., 2002);(Exley, M.A. et al., 2001);(Baron, J.L. et al., 2002)). 
Parásitos como Plasmodium y Tripanosoma cruzi poseen glicolípidos en su cubierta 
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que pueden ser presentados por CD1d, aunque la relación entre la respuesta inmune 
a estos parásitos y células NKT no queda muy clara ((Schofield, L. et al., 
1999);(Molano, A. et al., 2000);(Duthie, M.S. et al., 2002)). También se ha descrito la 
importancia de células NKT en la respuesta temprana a infecciones por L. major 
(Ishikawa, H. et al., 2000).  
 
?  Células NKT en patología. El número de NKT se encuentra disminuido en 
numerosas enfermedades autoinmunes, como es el caso de la Esclerosis múltiple 
(Sumida, T. et al., 1995) y Diabetes Mellitus insulino-dependiente (Wilson, S.B. et 
al., 1998). En la Polineuropatía desmielinizante inflamatoria crónica (CIDP), se 
encuentra aumentado el número de NKT (Illes, Z. et al., 2000). Lo mismo que en la 
soriasis (Bonish, B. et al., 2000) y Miastenia Gravis (Nagane, Y. et al., 2001). En 
Hepatitis B y C se observa infiltrado de NKT (Nuti, S. et al., 1998).  
 
? Antígenos presentados por CD1d a células NKTs. Se han descrito numerosos 
antígenos que pueden ser presentados por CD1d a células NKT: 
 
1. Dentro de los antígenos sintéticos, el antígeno más conocido presentado por 
CD1d humano y de ratón es la α-GalCer. Otros glicolípidos sintéticos han sido 
estudiados, llegando a la conclusión de que lo importante para el reconocimiento 
de las células NKT es el enlace en α entre el azúcar y la ceramida ((Kawano, T. et 
al., 1997);(Spada, F.M. et al., 1998)). Aunque también existen clones de NKT 
murinos capaces de reconocer β-GalCer ((Gumperz, J.E. et al., 2000); (Ortaldo, 
J.R. et al., 2004)). Recientemente se ha generado una α-GalCer (PBS-57) mas 
soluble que la inicialmente aislada de la esponja marina (KRN7000) (Liu et all, 
2005). (Figura 10). 
α-GalCer PBS-57β-GalCer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10.- Antígenos sintéticos presentados por CD1d. 
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iGb3
2. Muchos fueron los estudios realizados para intentar determinar antígenos 
endógenos presentados por CD1d y su efecto sobre células NKT. Primeramente el 
glucosil-fosfatidilinisitol (GPI) fue identificado como ligando endógeno de CD1d 
en ratón, la unión se produce a través del fosfatidilinositol, que se une con gran 
afinidad al CD1d (Joyce, S. et al., 1998). Este antígeno sin embargo no es 
reconocido mayoritariamente por células NKT murinas (Molano, A. et al., 2000), 
aunque si ha sido descrito un clon NKT Vα14Jα15 capaz de reconocer 
fosfatidilinositol unido a CD1d de ratón (Gumperz, J.E. et al., 2000). GPI podría 
tener un papel importante en el mantenimiento de la conformación de CD1d 
durante el ensamblaje en el retículo endoplásmico, hasta que fuera 
intercambiado por otro antígeno (De Silva, A.D. et al., 2002). Un linfoma murino 
de células T L5178-R, libera al medio de cultivo un glicolípido alterado 
denominado gangliotriaosil-ceramida (aGM2) que es capaz de inhibir la 
estimulación de células NKT típicas Vα14, pero no actúa sobre NKT no típicas Vα5 
(Sriram, V. et al., 2002). Otro antígeno natural presentado por CD1d de ratón es 
la fosfatidil-etanolamina (PE), capaz de activar un hibridoma de células NKT de 
cadena invariante. La activación depende del grado de insaturación de las 
cadenas acilo que presenta la PE (Rauch, J. et al., 2003). Recientemente ha sido 
identificado otro ligando endógeno presentado por CD1d y reconocido por células 
NKT, la isoglobotrihexosylceramide (iGb3) (Figura 11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11.- Antígenos endógenos presentados por CD1d. 
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Es un glicolípido que se genera a partir de la síntesis o degradación de 
isoglobo-glicoesfingolípidos, la degradación que depende de la enzima β-
Hexosaminidasa, se produce en los lisosomas donde se uniría a CD1d (Zhou, D. et 
al., 2004). La síntesis es dependiente de galactosiltrasferas deficientes o en baja 
expresión en humanos (Keusch, J.J. et al., 2000) (Figura 12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12.- Degradación lisosomal de Isoglobo-glicoesfingolípidos.  
 
3. En el último año se ha descrito como las células NKT humanas y de ratón actúan 
en infecciones bacterianas y pueden reconocer glicolípidos bacterianos 
presentados por CD1d. Fosfatidilinositol manosa (PIM) fue descrito como un 
primer antígeno micobacteriano capaz de estimular las células NKT (Fischer, K. et 
al., 2004). Por otro lado las células NKT también son capaces de reconocer 
esfingolípidos presentes en la pared bacteriana de Sphingomonas (α-
proteobacterias Gram-negativas carentes de LPS) unidas a CD1d ((Kinjo, Y. et al., 
2005); (Wu, D. et al., 2005)). Son bacterias Gram-negativas que no poseen LPS en 
su cubierta, en su lugar expresan glicoesfingolípidos (GSL) (Kawahara, K. et al., 
2000). En la respuesta inmune frente a bacterias Gram-negativas con LPS, como 
Salmonella typhimurium, las células NKT no reconocen antígenos bacterianos 
presentados por las células infectadas, sino CD1d unido a iGb3, siendo además 
necesaria la estimulación con la IL-12  producida por las células presentadoras 
(Mattner, J. et al., 2005) (Figura 13).   
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Figura13.- Estimulación de células NKT por CD1d/iGb3 + IL-12 o CD1d/GSL. 
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? Ontogenia de células NKTs. En la selección tímica de las células NKT actúan 
timocitos inmaduros corticales CD4+CD8+ que expresan CD1d (Bendelac, A., 1995). La 
adquisición de receptores NK como el CD161 y algunos receptores inhibidores NK, no 
se produce en el timo, indicando que la completa maduración de las células es post-
timica ((Gapin, L. et al., 2001);(Benlagha, K. et al., 2002);(Pellicci, D.G. et al., 
2002)). La expresión de receptores inhibidores NK por las células NKTs ha sido 
propuesto como un mecanismo para controlar la expansión y control de 
autorreactividad de estas células (MacDonald, H.R., 2002) (Figura 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14.- Selección timica de células NKT con estimulación de CD1d expresado en 
timocitos CD4+ CD8+ (Dobles positivos). Maduración extratimica de células NKT con 
expresión de receptores de células NKs. Adaptada de (Kronenberg, M. et al., 2002) 
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El antígeno endógeno iGb3 presentado por CD1d es reconocido por las células 
NKT y podría actuar en la selección. En ratones deficientes de β-Hexosaminidasa 
disminuye radicalmente la población de células NKT, lo que apoya la hipótesis de que 
actúe en la selección timica. Además las células NKT son capaces de estimularse en 
la periferia con este glicolípido (Zhou, D. et al., 2004). Quedan dudas en como un 
ligando es capaz de seleccionar positivamente a las células NKT en el timo y 
estimularlo en la periferia, es posible que existan diferencias en los niveles de 
expresión de iGb3 en tejidos o tipos celulares o que la respuesta de las NKT 
dependiera además de otros factoras como la IL-12 (Godfrey, D.I. et al., 2004) 
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3.-CÉLULAS NKs (Natural killer).  
 
Las células NK se definen como linfocitos citotóxicos, que se diferencian a 
partir de un progenitor compartido con el linaje linfoide T, no poseen en su 
superficie receptores específicos para antígenos, lo que les diferencia de los 
linfocitos T y B. Las células NK forman parte de la inmunidad innata y actúan en la 
primera línea defensiva frente a virus, parásitos y bacterias. Además las células NK 
poseen receptores (FcγRIII o CD16) para el fragmento Fc (Fragmento cristalizable) de 
los anticuerpos de las subclases IgG1 e IgG3, pudiendo eliminar células diana 
cubiertas de anticuerpos (Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity, ADCC).  
Son células que además se caracterizan por tener capacidad de reconocer 
moléculas MHC de clase I. Las células NK pueden actuar frente a células infectadas 
por determinados virus y algunos tumores, que alteran de algún modo la expresión 
celular de moléculas MHC propias. En esta función, la actividad citolítica de las 
células NK esta regulada por un complejo equilibrio entre señales contrapuestas, 
activadoras e inhibidoras (Figura 15).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15.- Reconocimiento 
de células NKs a células diana. 
Receptores inhibidores y 
activadores. 
 
  19
 
 
  I Introducción 
 
3.1.- Receptores y ligandos. 
Receptores activadores e inhibidores. 
Se han encontrado numerosas moléculas de membrana implicadas en la señal 
de activación de la célula NK de las que en su gran mayoría se desconoce el ligando 
que reconocen, entre ellas podemos destacar: NKG2D (Bauer, S. et al., 1999), NKp30 
(Pende, D. et al., 1999), NKp44 (Vitale, M. et al., 1998), NKp46 (Sivori, S. et al., 
1997),  y NKR-P1 (Chambers, W.H. et al., 1989).  
Por otra parte, se encuentran receptores inhibidores implicados en el 
reconocimiento de las moléculas MHC de clase I, algunos también presentes en 
subpoblaciones de linfocitos T citotóxicos (Mingari, M.C. et al., 1998). Los receptores 
inhibidores poseen secuencias ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) 
que contribuyen al reclutamiento de tirosinfosfatasas y regulan tanto la función 
citotóxica como la producción de citocinas (D'Andrea, A. et al., 1996).  Las células NK 
pueden expresar distintas combinaciones de estos receptores inhibidores, pero al 
menos uno de ellos reconoce moléculas MHC propias. La señal de un receptor 
inhibido prevalece sobre la recibida por receptores activadores,  contribuyendo a 
preservar la tolerancia frente a células autólogas (Raulet, D.H., 1999). Se han 
identificado receptores activadores que reconocen moléculas MHC de clase I, no 
conociéndose aún su papel fisiológico (Moretta, A. et al., 1998).  
Los receptores inhibidores que reconocen moléculas MHC de clase I (Navarro, 
F. et al., 2001), se han clasificado dentro de receptores de la superfamilia de las 
inmunoglobulinas o de las lectinas tipo C ((Lanier, L.L., 1998);(Moretta, A. et al., 
1996);(Long, E.O., 1999)):  
? Receptores NK de la superfamilia de las inmunoglobulinas. 
1. Receptores de la familia KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptor), son 
proteínas monoméricas de membrana que se expresan en células NK y en 
subpoblaciones de linfocitos T. Se distinguen dos grupos según el número de 
dominios tipo inmunoglobulina extracelulares, así existen receptores KIR2D y 
KIR3D (con dos y tres dominios, respectivamente). Los receptores inhibidores 
poseen dos motivos ITIM en el tallo citoplásmico (KIR2DL o KIR3DL) y se 
diferencian de los receptores con tallo citoplásmico corto (KIR2DS o KIR3DS) que 
se unen una proteína DAP12 que transduce señal activadora (Figura 16).  
2. Receptores ILT (Immunoglobulin Like Transcripts),  monómeros con dos o   
cuatro dominios tipo inmunoglobulina, que se expresan en  células NK, 
linfocitos T y en otras del linaje hematopoyético, que las diferencia de los KIR. 
Se distinguen tres  grupos: receptores con región citoplásmica larga con motivos 
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ITIM y función inhibidora, receptores con cola citoplásmica corta y función 
activadora y por último receptores solubles sin región transmembrana (Figura 
16). 
? Receptores NK tipo Lectina. 
Son receptores formados por la unión por puentes disulfuro de dos heterodimeros 
CD94/NKG2. Existen diferentes tipos de proteínas NKG2: NKG2A, NKG2B, NKG2C, 
NKG2E y NKG2H. NKG2D es un receptor activador que no forma dimeros con CD94 y 
no pertenece estrictamente a la familia NKG2. CD94 carece de capacidad para 
transducir señales y su función principal parece ser la de permitir el ensamblaje y 
transporte de las moléculas NKG2 a la superficie celular. NKG2A posee  motivos ITIM 
en su tallo citoplásmico, NKG2C no los posee y se asocian a DAP12 transduciendo 
señal activadora (Figura 16).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16.- Algunos ejemplos de receptores inhibidores de las dos familias: 
Inmunoglobulinas y Lectinas, y sus ligandos HLA de clase I.  
 
Células NK y moléculas CD1. 
 
Las moléculas del sistema CD1 además de presentar antígenos a linfocitos T, 
poseen otra importante función al ser reconocidas por células NKs. Las células NKs 
las reconocen a través de receptores inhibidores hasta ahora desconocidos. 
 Las moléculas CD1a, -b y –c inhiben parcialmente la actividad citolítica de 
células NK CD3- aisladas de sangre periférica y de líneas celulares NK (Carbone, E. et 
al., 2000), como es el caso de la línea celular NKL aislada de un linfoma de células 
NKs (Robertson, M.J. et al., 1996). La presentación de extractos lipídicos derivados 
de Mycobacterium tuberculosis por CD1b aumenta la inhibición inicialmente 
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observada al presentar antígenos endógenos (Carbone, E. et al., 2000). El receptor o 
receptores inhibidores causantes de la inhibición aún no han sido identificados. 
CD1d de ratón al igual que las moléculas CD1 del grupo I inhiben la actividad 
citolítica de células NK murinas, aumentando la inhibición conforme aumenta el 
tiempo de cultivo de las células NK empleadas en el ensayo (Chang, C.S. et al., 
1999). El receptor responsable de la inhibición no ha sido caracterizado aunque si se 
ha conseguido aislar la población de células NK que se inhiben ante la presencia de 
CD1d expresado en la superficie (Huang, M.M. et al., 2004). 
 
4.-CÉLULAS DENDRÍTICAS E INFECCIÓN POR PARÁSITOS 
DEL GÉNERO Leishmania.     
 
4.1.- Células dendríticas. 
 
 Las células dendríticas (Dendritic cells, DC) son las más potentes activadoras 
de linfocitos T. Las DCs inmaduras se localizan en órganos de la periferia y en 
superficies mucosas, donde están en continuo contacto con antígenos. En su forma 
inmadura son muy eficientes en la captura de antígenos y en la liberación de 
citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias (Sallusto, F. et al., 2000).  
Poseen receptores capaces de reconocer determinados componentes de los 
patógenos, uno de ellos son  los de la familia tipo Toll (Toll-Like Receptor, TLR). En 
humanos han sido descritos diez tipos de TLRs expresados en monocitos, macrófagos, 
células dendríticas, principalemente. Uno de ellos el TLR4 reconoce lipopolisacarido 
(LPS) presente en la pared bacteriana. La estimulación a través de los TLR produce la 
maduración de las células dendríticas y migración a nódulos linfáticos ((Iwasaki, A. et 
al., 2004);(Shi, G.X. et al., 2004);(Hou, W.S. et al., 2004) ;(Akira, S., 2003);(Gordon, 
S., 2002);(Park, Y. et al., 2002.Reis e Sousa., 2004)), que las convierte en células 
dendríticas maduras capaces de estimular células T a través de la mayor capacidad 
que adquieren de  presentar antígenos (aumento en la expresión de moléculas MHC) 
y capacidad coestimuladora con la expresión de moléculas: CD40, CD80 y CD86 
(Steinman, R.M., 2003).  
Los diferentes tipos de células dendríticas en humanos están poco definidas, 
las más caracterizadas son las células dendríticas epidérmicas (de Langerhans), 
células dendríticas dérmicas (intersticiales), células interdigitantes en nódulos 
linfáticos y las células dendríticas de sangre periférica mieloides o plasmacitoides. En 
los últimos años se ha estado trabajando con un modelo de diferenciación de células 
  22
 
 
  I Introducción 
 
dendríticas a partir de monocitos tratados con IL-4 y GM-CSF, obteniéndose un 
fenotipo de células dendríticas inmaduras (moDCs) (Tabla 1). 
 
 
DCs mieloides 
 
DCs plasmacitoides 
 
moDCs 
 
Intersiticiales 
 
Langerhans 
 
CD11c+
 
CD11c-
 
CD11c+
 
CD11c+
 
CD11c+
 
CD123low
 
CD123+
 
CD123-
 
CD123-
 
CD123+
 
CD1a-
 
CD1a-
 
CD1a+
 
CD1a+
 
CD1a+
 
CD13+
 
CD13-
 
CD13+
 
CD13+
 
CD13+
 
CD33+
 
CD33-
 
CD33+
 
CD33+
 
CD33+
 
CD4+
 
CD4high
 
CD4+
 
CD4+
 
CD4+
 
HLA-DRhigh
 
HLA-DRlow
 
HLA-DRhigh
 
HLA-DRhigh
 
HLA-DRhigh
 
CD86+
 
CD86low
 
CD86+
 
CD86+
 
CD86+
 
Tabla 1.- Marcadores fenotípicos de los distintos tipos de células dendríticas. 
 
Las células dendríticas pueden generar respuesta Th1 o Th2 dependiendo del 
ambiente que les rodee o de los estímulos que reciban ((Kalinski, P. et al., 
1999);(Vieira, P.L. et al., 2000);(Tanaka, H. et al., 2000);(Nagai, T. et al., 2003). 
 
4.2.- Relación entre células dendríticas y células NKs. 
 
 Las células dendríticas y las células NKs pertenecientes a la inmunidad innata 
poseen una serie de interrelaciones bidireccionales. Los lugares en los que se pueden 
poner en contacto son en los focos de infección y en nódulos linfáticos. 
 Las células dendríticas a través de la producción de citocinas y del contacto 
celular,  actúan sobre las células NKs (Figura 17a).  
□ Con la producción de citocinas, entre las que destacan: IL-12, IL-18, IL-15, IFN-
α e IFN-β, inducen la proliferación y producen la activación de células NKs (que 
producen IFN-γ y actividad citolítica) ((Fernandez, N.C. et al., 2002);(Jinushi, M. et 
al., 2003);(Granucci, F. et al., 2004)).   
□ Las células dendríticas establecen contacto con las células NK activándola, 
aunque no están muy claras las moléculas que interviene ((Fernandez, N.C. et al., 
2002);(Granucci, F. et al., 2004);(Piccioli, D. et al., 2002);(Gerosa, F. et al., 2002)). 
Las células dendríticas inmaduras expresan constitutivamente ligandos (CD48 y CD70) 
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de receptores activadores de células NK (2B4 y CD27, respectivamente) participando 
en la activación de células NK. Las células dendríticas maduras por su parte, 
aumentan la expresión de moléculas coestimuladoras pudiendo incluso expresar 
ligandos de receptores activadores (Jinushi, M. et al., 2003).   
 Las células NKs, puede regular la función de células dendríticas (Figura 17 b y 
c). 
? Las células NK a través de la producción de IFN-γ y TNF maduran las células 
dendríticas ((Piccioli, D. et al., 2002);(Gerosa, F. et al., 2002); (Mailliard, R.B. et al., 
2002)). 
? Los niveles de células dendríticas inmaduras están reguladas por la actividad 
citolítica de las células NKs.  Las células dendríticas inmaduras son lisadas por células 
NK autólogas y alogénicas, para ello es necesario un previo reconocimiento entre 
células efectoras y dianas, en el que actúa la unión entre CD40 (en células 
dendríticas) y CD40L (en células NKs) (Carbone, E. et al., 1999).  La señal activadora 
en la célula NK viene dada  por el receptor activador NKp30 que reconoce un ligando 
en la célula dendrítica (Ferlazzo, G. et al., 2003). Se han descrito algunos métodos 
de evasión de esta respuesta NK en células infectadas, por ejemplo en macrófagos 
infectados con Leishmania donovani, se ha observado supresión de la expresión de 
CD40(Buates, S. et al., 2001). También la infección por citomegalovirus humano 
inhibe la actividad citolítica NK. La expresión de pp65, proteína mayoritaria del 
citomegalovirus, interacciona con el receptor activador NKp30 impidiendo que 
tramita la señal activadora (Arnon, T.I. et al., 2005).  
 Las células dendríticas maduras sin embargo, son resistentes a la actividad 
citolítica de células NK. El virus de la influenza madura células dendríticas 
protegiéndolas de la lisis de células NKs (Wilson, J.L. et al., 1999).  Células 
dendríticas infectadas con bacterias sufren también una rápida maduración con 
aumento de la expresión de HLA de clase I, volviéndose también resistentes a la lisis 
por NKs (Ferlazzo, G. et al., 2003). La inhibición que se observa es causada por el 
aumento de expresión de moléculas HLA de clase I que se produce durante la 
maduración, y especialmente por HLA-E. De entre todos los clones NKs, aquellos con 
alta expresión del receptor inhibidor CD94/NKG2A (que reconoce HLA-E), son los 
causantes de la inhibición de las células dendríticas maduras y de la lisis de las 
dendríticas inmaduras con menor expresión de HLA-E (Della Chiesa M. et al., 2003).  
 La regulación de los niveles de células dendríticas inmaduras por las células NK, 
se postula como un mecanismo de máxima activación de inmunidad adaptativa, 
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permitiendo sólo a las dendríticas maduras actuar en la presentación antigénica 
(Moretta, L. et al., 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17.- Relación entre células dendríticas y NKs. a) Proliferación y activación 
de células NKs. b) Maduración células dendríticas inmaduras (iDCs) y c) Lisis de células 
dendríticas inmaduras e inhibición de dendríticas maduras (mDCs). Adapatada de 
(Degli-Esposti, M.A. et al., 2005). 
 
4.3.- Infección de células dendrítica por Leishmanias. 
 
g. Leishmania 
 
 Dentro de este género nos encontramos con parásitos que se desarrollan en el 
citoplasma de células fagocíticas y que son trasmitidos por pequeñas moscas 
hematófagas del género Phlebotomus. Existen numerosas especies algunas de ellas 
afectan tanto al hombre como a otros mamíferos. 
□ Morfología, el género Leishmania adquiere dos formas a lo largo de su ciclo 
vital: la forma amastigote única forma presente en el hospedador mamífero, se 
encuentra en el citoplasma de células fagocíticas,  dentro de vacuolas parasitóforas. 
Son organismos ovales con un solo núcleo esférico y con un cinetoplasto (masa de 
ADN mitocondrial, que se tiñe intensamente en tinciones hematológicas). La forma 
promastigote, se encuentra en el tracto digestivo de los flebotomos hembras  
infectadas. Poseen una morfología alargada con un extremo posterior alargado del 
que surge un flagelo. El núcleo está situado en el centro y el cinetoplasto se 
encuentra cerca del extremo anterior (Figura 18). 
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Figura 18.- Morfología de las dos formas del g.  
Leishmania (amastigote y promastigote). 
 
 
□  Ciclo vital, intervienen dos hospedadores, uno mamífero y un vector u 
hospedador invertebrado. El ciclo comienza en el vector cuando pica a un mamífero 
infectado y además de sangre ingiere macrófagos con amastigotes en su citoplasma. 
En el intestino medio del vector los amastigotes quedan liberados y se dividen por 
fisión binaria. Se trasforman en promastigotes que también se multiplican, 
desplazándose finalmente a la probóscide donde serán introducidos en la picadura a 
un nuevo mamífero. En el mamífero, el ciclo comienza cuando una flebótomo 
hembra infectada pica a un mamífero e introduce junto con su saliva, promastigotes 
infectantes (metacíclicos). Algunos de ellos son eliminados por los mecanismos de 
defensa, pero otros penetran en células fagocíticas donde permanecen en vesículas 
parasitóforas y se transforman en amastigotes. Se multiplican hasta alcanzar un 
elevado número provocando la destrucción celular, los amastigotes liberados 
alcanzan nuevas células fagocíticas, repitiéndose el proceso (Figura 19). Roedores y 
cánidos infectados se convierten en reservorios de las Leishmanias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1) Inoculación de
promastigote
2) Promastigotes entran 
en células fagocíticas
4) División amastigote
5) Ingestión células 
infectadas
6) Liberación amastigotes
7) Paso de 
amastigote a 
promastigote
3) Paso de 
promastigote 
en amastigote
8) División 
promastigotes
y desplazamiento a 
probóscide
Figura 19.- Ciclo vital de la Leishmania, con la infección del vector (pasos 5-8) y del 
hospedador (pasos 1-4).  
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?       Patogenia, tras la infección de macrófagos se produce una respuesta 
inflamatoria que se traduce en una reacción granulomatosa con la aparición de 
pápulas. Por necrosis superficial la pápula se ulcera, tras varios meses y por acción 
del sistema inmune la úlcera cura, dejando una cicatriz. Este tipo de Leishmaniasis, 
cuya infección sólo se limita a la piel y cura espontáneamente se conoce como 
Leishmaniasis cutánea, todas las especies de Leishmania pueden producirla. Algunas 
especies se expanden hacia  las mucosas (bucales y nasales), como consecuencia se 
destruyen la piel y mucosas afectadas, esta manifestación se conoce como 
Leishmaniasis mucocutánea. Por último, algunas especies como L. infantum y L. 
donovani, son además capaces de infectar vísceras y tejidos con abundantes células 
fagocíticas, como el hígado, bazo, pulmones y médula ósea. Esta afección es 
conocida como Leishmaniasis visceral y es la más grave de ellas.  
 
□  Distribución geográfica, se considera que las Leishmaniasis se encuentran 
distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales. La distribución está limitada 
por la presencia de los flebotomos y la susceptibilidad de estos a los climas fríos. L. 
infantum, en concreto, se encuentra distribuida por toda la cuenca del 
mediterráneo.  
 
Infección de células dendríticas por Leishmania 
  Los linfocitos T juegan un papel fundamantal en la respuesta frente a 
parásitos intracelulares. En infecciones con Leishmania es importante la respuesta 
Th1 con la producción de citocinas como IFN-γ y TNFα (Solbach, W. et al., 2000). Las 
células dendríticas son de gran importancia para la inmunidad adaptativa por ser un 
potente activador de células T después de una infección, a través de la presentación 
de antígenos, y producción de citocinas y quimiocinas, como la IL-12 ((Granucci, F. 
et al., 2003);(Granucci, F. et al., 2003)).   
Las Leishmanias pueden infectar las células dendríticas eficientemente. Hasta 
ahora el único receptor descrito capaz de reconocer la forma amastigote y 
promastigote de Leishmanias que producen Leishmaniasis visceral (como L. 
infantum)es DC-SIGN. Forma parte dentro de los receptores lectina tipo C (Pathogen 
Recognition Receptors, PRRs)(Brandonisio, O. et al., 2004) . Aunque la mayor parte 
de las Leishmania inoculadas por el vector son opsonizadas y fagocitadas por 
receptores de complemento (Dominguez, M. et al., 2002). Una vez en el interior 
celular se encuentran en vesículas parasitóforas (endosomas tardíos y lisosomas) 
donde continúan su ciclo vital. Tras la infección las células dendríticas pueden 
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producir IL-12 dependiendo del subtipo de célula dendrítica y de la especie de 
Leishmania (Brandonisio, O. et al., 2004). En el caso de Leishmanias que producen 
Leishmaniasis visceral la producción de IL-12 está disminuida (Ghalib, H.W. et al., 
1995). 
 Existe una cierta controversia acerca de la posibilidad o no de maduración de 
células dendríticas por estos parásitos (McDowell, M.A. et al., 2002). Células 
dendríticas infectadas con L. amazonensis opsonizadas producen una rápida 
maduración, en contraste con células infectadas con los mismos parásitos no 
opsonizados, donde la falta de maduración evita la respuesta Th1 (Prina, E. et al., 
2004). Otros estudios presentan al LPG expresado por la forma promastigote de L. 
mexicana como responsable de la maduración observada en células dendríticas de 
ratón (Aebischer, T. et al., 2005). Las distintas especies de parásitos usadas en los 
estudios y el modo de obtención de los parásitos son las explicaciones más probables 
de esta variabilidad de resultados. L. infantum no produce maduración tras infectar 
a células dendríticas derivadas de monocitos (Caparrós E. et al., 2005). La falta de 
maduración unida a la inhibición de migración que se produce tras la infección con 
algunas especies de Leishmania, se propone como mecanismos de evasión del 
parásito (Brandonisio, O. et al., 2004). 
Las Leishmanias poseen una enorme capacidad de resistencia a ambientes  
hidrolíticos que se encuentran tanto en el insecto como en el mamífero. Pueden 
inactivar mecanismos de defensa innata, como la actividad del complemento (Spath, 
G.F. et al., 2003), a radicales de oxigeno (Chan, J. et al., 1989) e inhibe la fusión de 
los fagolisosomas (Desjardins, M. et al., 1997).  Esa resistencia se la da la densa 
superficie de glicolípidos que posee en su cubierta, entre ellos destacan el 
Lipofosfoglicano (LPG) y otros glicoinisitolfosfolípidos (GIPLs). La forma amastigote 
no presenta o posee una expresión disminuida de LPG ((McConville, M.J. et al., 
1991);(Bahr, V. et al., 1993)) siendo dominante la expresión de GIPLs (Winter, G. et 
al., 1994). El LPG está formado por cuatro dominios: un dominio de fosfatidilinositol 
de anclaje a la membrana, un dominio de heptasacáridos, repeticiones de 
fosfodisacáridos y una cubierta neutral de galactosas y manosas. Diferencias entre 
especies se encuentran en cambios de azúcares en el dominio de repeticiones de 
fosfodisacáridos y en la cubierta de glúcidos (McConville, M.J. et al., 1993) (Figura 
20).   
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Figura 20.- Semejanza estructural entre αGalCer presentada por CD1d y los 
glicolípidos presentes en la cubierta de Leishmanias (LPG y GIPLs). Adaptada de 
(Amprey, J.L. et al., 2004). 
 
Las moléculas del sistema CD1 se caracterizan por su capacidad de presentar 
glicolípidos, pudiendo actuar en la respuesta inmune frente a estos patógenos 
intracelulares que poseen multitud de glicolípidos en la cubierta. En estudios con 
células dendríticas inmaduras humanas infectadas con la forma promastigote de L. 
donovani, se observa una disminución de expresión de moléculas CD1 del grupo I, 
encontrándose bloqueada la presentación lipídica (Amprey, J.L. et al., 2004). No es 
el primer mecanismo de evasión descrito para parásitos intracelulares, en infecciones 
por Mycobacterium y Leishmania se han descrito disminución de moléculas 
presentadoras de antígenos ((Reiner, N.E. et al., 1988);(Stenger, S. et al., 1998)), 
degradación de moléculas presentadoras de antígenos por infecciones con la forma 
amastigote de L. amazonensis y L. mexicana (Antoine, J.C. et al., 1999), e 
interferencia con la presentación antigénica en la infección por el promastigote de L. 
major (Fruth, U. et al., 1993).  
 El LPG y otros glicosilinositol fosfolípidos de L. donovani se presentan como 
candidatos para unirse con CD1d. Pueden estimular una población de linfocitos T 
naive de hígado restringidos por CD1d para producir IFN-γ y actuarían en la respuesta 
temprana frente a infección visceral por Leishmania en ratón (Amprey, J.L. et al., 
2004). También se ha descrito la importancia de células NKT en la respuesta 
temprana en infecciones de ratón por L. major (Ishikawa, H. et al., 2000).  
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                                                                                                                                                   II Objetivos 
OBJETIVOS.     
   
 El sistema CD1 forma parte de las moléculas MHC de clase Id y constituye una 
tercera familia de moléculas presentadoras de antígeno. Se diferencian de las 
moléculas MHC de clase I y II en su limitado polimorfismo y en la naturaleza lipídica 
de los antígenos que presenta.  Existen dos grupos diferenciados según la similaridad 
de la secuencia y la expresión tisular. Las moléculas del grupo I (CD1a, -b y -c) 
inhiben la actividad citolítica de células NKs humanas. También las moléculas CD1d1 
de ratón (ortólogas a las moléculas humanas CD1 del grupo II), inhiben la actividad 
citolítica de células con actividad NK. La interacción de CD1d en humanos con células 
NK no ha sido descrita hasta ahora.  
 Las células NK establecen un amplio rango de interacciones funcionales con 
las células dendríticas, entre ellas la capacidad de lisar las células dendríticas 
inmaduras, sin embargo, cuando éstas reciben estímulos para madurar se hacen 
resiente a la citolisis mediada por NKs. 
Algunos patógenos intracelulares son capaces de subvertir la activación de las 
células dendríticas que infectan. Por ejemplo, algunas especies de parásitos del 
género Leishmania son capaces de inhibir la maduración de las células dendríticas 
que infectan. Además L. donovani inhibe la expresión de moléculas CD1-a,-b y-c. 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos los siguientes 
objetivos: 
1. Estudiar el efecto de la expresión de CD1d sobre la actividad citolítica de 
células NKs humanas.Para ello se utilizó un modelo en el que CD1d es 
expresado en células diana deficientes de HLA de clase I. 
a. El efecto de  α y β-GalCer, ligandos de CD1d, en la inhibición de la 
actividad     citolítica NK. 
2. Desarrollar un modelo de infección de células dendríticas in vitro  con 
Leishmania infantum. Se pretende estudiar: 
a. Variaciones en la expresión de marcadores de maduración de células 
dendríticas, especialmente CD1. 
b. Actividad citolítica de células NK frente a células dendríticas 
infectadas con L. infantum. 
c. Estudio de la actividad citolítica y producción de citocinas de células 
NKT frente a células dendríticas infectadas con L. infantum. 
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  III Material y métodos 
1.-ACTIVIDAD CITOLÍTICA DE CÉLULAS NK FRENTE A 
CÉLULAS QUE EXPRESAN CD1d HUMANO.     
 
1.1.-Clonaje del cDNA de CD1D en el vector de expresión 
pSRαNeo: 
 
ARN total. Células epiteliales Caco-2 (de 5 a 10 millones) fueron lisadas con 
un volumen del reactivo ULTRASPEC TM RNA (Biotecx Laboratories, Inc.) a 4ºC x 5min 
para permitir la disociación completa de los complejos de nucleoproteínas. A 
continuación la incubación a 4ºC x 5min con 0’2 volúmenes de cloroformo 
(triclorometano) separó en una fase orgánica a las proteínas y el ADN y en una fase 
acuosa al ARN. Tras una centrifugación a 12.000g 15min x 4ºC la fase acuosa se 
recuperó y el ARN total de la célula se precipitó con un volumen de isopropanol a 4ºC 
x 10min. El ARN precipitado se lavó varias veces con un volumen de etanol 75% (en 
agua con 0’1% DEPC, dietil-pirocarbonato) a 4ºC. Tras la última centrifugación a 
7.000g x 5min 4ºC el ARN se secó al vacío 10 min y luego se resuspendió en 50μl de 
agua con DEPC 0’1%. 
Síntesis de cDNA por RT-PCR.  El cDNA fue sintetizado a partir de 1μg de 
RNA total utilizando el 1st Strand cDNA synthesis Kit for RT-PCR (Boehringer 
Mannheim, Roche Diagnostics). Para obtener el cDNA correspondiente al total de la 
célula se mezclaron en un volumen de 20μl: tampón de reacción 1x, 5mM MgCl2, 1mM 
dNTPs, 50 unidades de inhibidor de RNAsa (Roche y Takara Shuzo Co.Ltd), 1’6μg 
cebador-p(dT)15, 20 unidades de AMV reverse transcriptase y 1μg de ARN total.  
Amplificación del cDNA de CD1D. En un volumen final de 100μl se 
mezclaron tampón de reacción 1x, 1μM cebador-5’, 1μM cebador-3’, 200 μM dNTPs 
(Boehringer Mannheim-Roche), 2mM MgCl2, 20μl de cDNA y 4U de Taq-polimerasa 
(AMED-Biomaster). Los cebadores empleados hibridan con la región 5’UT y 3’UT de la 
secuencia de cDNA de  CD1D y se les adicionaron a sus extremos 5’ dianas de enzimas 
de restricción: Sal I en el cebador-5’ y Hind III en el cebador-3’ (Tabla 2). La 
amplificación se realizó en el  termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc). Los 
productos de PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 1% en 
TAE con bromuro de etidio y visualizados con luz UV en un transiluminador Gel-Doc 
2000 (BioRad). 
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 SECUENCIA 5’►3’ Tm 
 
Cebador 5’ CD1D UP  
 
GGGCG▼TCGACAGAAGAGTGCGCAGGTCAGAG 
         Sal I 
 
83.5º C 
 
Cebador 3’ 
 
CD1D 
DOWN 
 
CCGCAAGCT▼ TGAAGTCTTGGGAACCTGAGGTC 
        Hind III 
  
80.2 ºC 
 
Tabla 2.-.Secuencia, longitud y temperatura de Melting de los cebadores utilizados 
para amplificar el cDNA completo de CD1D. El cebador CD1DUP llevaba la diana para 
Sal I y el cebador CD1D Down la diana para Hind III. Ambas dianas aparecen 
subrayadas y  se marca la zona de corte con ▼. 
 
PruI
PstI
XhoI
XbaI
SfiI
NotI
EcoRI
EcoRV
HindIII
ClaI
(SalI/XhoI)
SalI
pBROri
poly A
Sv40
Amp(ClaI)
(PruI)
pSR Neo
(7,3 Kb)
α
Ori
Figura 21.- Mapa circular y mapa de 
restricción del sitio de clonaje del vector de 
expresión pSRαNeo 
El  cDNA completo de CD1D se clonó en el vector de expresión pSRαNeo entre las 
dianas XhoI I y Hind III (Figura 21). Bacterias competentes E. coli cepa XL1-Blue fueron 
transformadas con el vector pSRαNeo nativo y el vector pSRαNeo portando el cDNA de 
CD1D para obtener grandes cantidades de ambos plásmidos, los cuales una vez 
purificados por el sistema QIAGEN Plasmid Midi o Maxi Kit (QIAGen) se utilizaron para 
transfectar células de la línea LCL 721.221. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
1.2.-Transfección de la línea LCL 721.221 con CD1D: 
 
Línea LCL.721.221. La línea LCL 721.221 (ATCC CRL 1855) es una línea de 
linfocitos B aislados de una mujer caucásica sana e inmortalizados con el virus de 
Epstein-Barr. Esta línea linfoblastoide no expresa ni HLA-A, ni HLA-B, ni HLA-C debido a 
una deleción parcial del complejo MHC inducida por irradiación con rayos γ. Esta línea 
expresa DPw2, DQw1, DR1 y niveles normales de β2m (Shimizu, Y. et al., 1989). Fue 
cultivada en RPMI-1640, 1% antibiótico/antimicótico (GibcoBRL) y 10% de suero de 
ternera fetal (Harlan Sera-Lab) y bajo condiciones estándar de cultivo celular (37ºC, 5% 
CO2). 
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Transfección de la línea LCL 721.221. La línea LCL 721.221 fue 
transfectada con el vector pSRαNeo nativo y con el vector pSRαNeo portando el cDNA 
de CD1D humano. Tras varios lavados, diez millones de células se resuspendieron a 
4ºC en 800μl de tampón de electroporación (20mM HEPES, 5mM Dextrosa, 130mM NaCl, 
5mM KCl, 0’7mM Na2HPO4 pH:7’2) y se le adicionaron 40μg del ADN plasmídico. La 
mezcla se colocó en una cubeta de electroporación de 0’4cm de ancho (Gene Pulser® 
Cuvette, BioRad) y se electroporó en un electroporador Gene Pulser® II (BioRad) con las 
siguientes condiciones: resistencia infinita, 250 mvoltios y 950μF de capacitancia. A 
continuación se realizaron varios lavados en RPMI o PBS para eliminar los restos de 
membranas y células muertas. Las células se crecieron inicialmente en el medio de 
cultivo sin antibiótico de selección durante una semana, posteriormente se adiciona el 
antibiótico, G418 o geneticina (Gibco) para células eucariotas a concentraciones 
crecientes hasta 1’5mg/ml. 
Selección celular con microesferas magnéticas.  Las células con mayor 
nivel de expresión de CD1d se seleccionaron con un anticuerpo específico para CD1d 
humano, 51.1.3 (IgG2b) (cedido por el Dr. Porcelli), y microesferas magnéticas 
(Dynabeads M-450, Dynal). Para ello se emplearon 5x106 de células, se lavaron en medio 
de cultivo RPMI-1640 a 4ºC y se ajustaron a 1x106células/ml. A continuación se 
incubaron con el anticuerpo 51.1.3 durante 1 h, con agitación orbital y a 4ºC. Tras 
varios lavados para eliminar el anticuerpo no unido a las células, se añadió el 
anticuerpo anti-IgG unido a microesferas magnéticas. Se incubó  durante otra hora a 4ºC 
con agitación orbital. Aquellas células que estaban unidas al anticuerpo unido a 
microesferas magnéticas se retuvieron en los siguientes lavados con el uso de un imán.  
 
1.3.-Cultivo de Células con actividad NK: 
 
Obtención y cultivo de PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells). 
Las PBMCs fueron obtenidas por centrifugación en gradiente de densidad  (Lymphoprep, 
Amersham Biosciences), a partir de sangre y de Buffy coats de donantes sanos 
(Obtenidos del Banco de Sangre de la Fundación Jiménez Díaz, Madrid y del Centro de 
Trasfusiones de la Comunidad de Madrid). Las células fueron mantenidas durante 24-72 
horas  en medio de cultivo RPMI-1640, 1% antibiótico/antimicótico y 10% de suero de 
ternera fetal con  800U rhIL-2 (cedido por Hoffman-LaRoche y Dr Craig W Reynolds) 
previo al ensayo de citotoxicidad.  
Selección y cultivo de células NK (CD56+CD3-).  Células NK CD56+CD3- 
fueron aisladas de PBMCs de Buffy coats de donantes sanos usando el NK cell Isolation 
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Kit II human (Miltenyi Biotec). Las PBMCs fueron incubadas con un cóctel de anticuerpos 
conjugados a biotina (CD3, CD4, CD14, CD15, CD19, CD36, CD123 y glicoforina A). Se 
añadieron 10μl de cóctel por cada 1x107 millones de células y se incubaron 10 minutos a 
4ºC, en PBS. Posteriormente, 20μl de anticuerpo anti-Biotina unido a esferas 
magnéticas fueron añadidos por cada 1x107 millones de células. Después de varios 
lavados las células pasaron por una columna LS unida a imán (Miltenyi Biotec), sólo las 
células CD56+CD3- eluyeron por la columna. Una posterior eliminación de células CD3+ 
fue necesaria en algunos casos para una mayor pureza de células CD56+CD3-. Las células 
que eluyeron del imán fueron incubadas con anti-CD3 Leu4-PE humano (Becton 
Dickinson), 10μl  de anticuerpo por cada 1x107 millones de células, durante 10 min a 
4ºC y en PBS. Posteriormente 20μl de anti-PE unido a esferas magnéticas fue añadido a 
la concentración indicada de células. Las células volvieron a pasar por una columna MS 
unida a imán (Miltenyi Biotec). Todas aquellas células CD3- eluyeron del imán 
obteniéndose en todos los casos una población de más del 95% de células NK CD56+CD3-, 
como se pudo comprobar en estudios de citometría (Epics Elite, Coulter). Las células 
fueron mantenidas en medio de cultivo en medio de cultivo RPMI-1640, 1% 
antibiótico/antimicótico  y 10% de suero de ternera fetal, enriquecido con 50U/ml rhIL-
2, hasta su uso en ensayos de citotoxicidad. 
Cultivo de líneas celulares con actividad NK. La línea celular NKL (cedida 
por el Dr. López-Botet) procedente de un paciente con leucemia granular linfoide (LGL) 
CD3- CD16+ CD56+ y dependiente de IL-2 para su cultivo in vitro (Robertson, M.J. et al., 
1996). Fue cultivada con RPMI-1640, 1% antibiótico/antimicótico, 10% suero humano AB 
(Sigma-Aldrich) y 50U/ml rhIL-2. 
 Las líneas celulares de linfocitos T CD8+ inmortalizadas con Herpesvirus saimiri 
(HVS) con actividad NK (cedidad por el Dr. Regueiro). La mayoría poseen actividad 
citolítica tipo NK frente a la línea celular K562, deficiente de HLA de clase I (Biesinger, 
B. et al., 1992).Fueron cultivadas en 50% RPMI-1640, 50% PanSerin 401 (PanTM Biotech 
GmbH), con 1% antibiótico/antimicótico, 10% suero de ternera fetal y activado con 
40U/ml rhIL-2.   
 
1.4.-Células NKT:- 
 
 Expansión y cultivo de NKT. PBMCs fueron obtenidas por centrifugación en 
gradiente de Lymphoprep, fueron cultivadas en RPMI-1640, 1% antibiótico 
/antimicótico, 1mM Piruvato (GibcoBRL), 10% de suero de ternera fetal 50U/ml de rhIL-
2 y α-Galactosilceramida (100ngr/ml) (cedida por Kirin). Las células se mantuvieron en 
placas de 24 pocillos a una concentración de 1x106 millones de células/ml de medio de 
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cultivo bajo condiciones estándar de cultivo (37ºC, 5% CO2) durante 15 días.  
 Selección de células iNKT (Vα24+Vβ11+). Las células NKT fueron 
seleccionadas positivamente por separación magnética (Miltenyi Biotec) con anticuerpos 
específicos Vα24-FITC y Vβ11-PE humanos (Beckman Coulter). Todas las células fueron 
incubadas con anti-Vβ11-PE (10μl/1x107células) durante 15minutos a 4ºC. 
Posteriormente se incubaron con el anticuerpo anti-PE (20μl/1x107 células) unido a 
bolas magnéticas (Miltenyi Biotec), 10 minutos a 4ºC. Tras varios lavados las células 
pasaron a través de columnas MS (Miltenyi Biotec), quedando las células unidas a 
anticuerpo retenidas en la columna. Una vez separada la columna del imán, las células 
Vβ11+  retenidas fueron recuperadas diluidas en PBS. Se procedió a la eliminación de las 
esferas magnéticas unidas al anticuerpo anti-PE, para posteriormente separar las 
células Vα24+ de las Vβ11+  ya seleccionadas. Se añadió 10μl de Multisort Release 
Reagent por cada 1 ml de células en suspensión, incubando durante 10min a 4ºC. 
Después de lavar varias veces las células fueron incubadas con 30μl de Stop Reagent 
durante 10min a 4ºC. Las células Vβ11+  fueron esta vez marcadas con anti-Vα24-FITC, y 
se repitió el protocolo. Al final obtuvimos una población con más del 95% de células NKT 
Vα24+ Vβ11+, como se comprobó por estudios de citometría. 
 
1.5.-Anticuerpos, marcaje extracelular de citometría, producción 
de F(ab´)2 y bloqueo de moléculas de superficie: 
 
Anticuerpos y sobrenadantes. Los anticuerpos anti-CD1d humano moAbs 
usados fueron: el 51.1.3 (ratón IgG2b) (Cedido por el Dr. Porcelli), y el CD1d42 (Ratón 
IgG1, k) (BD PharMingenTM). Otros anticuerpos usados fueron los sobrenadantes de OKT6 
anti-CD1a (ratón IgG1) y MB40.3 anti-HLA-B48 (ratón IgG1), procedentes de ATCC. Anti-
CD3 Leu4-Pe (Becton Dickinson), anti- Vα24-FITC y anti-Vβ11-PE (Beckman Coulter), 
anti-CD56-PE (Miltenyi Biotec). Como anticuerpos secundarios se usaron anticuerpos 
policlonales de cabra anti-IgG de ratón (H+L) (Caltag) unidos a PE o FITC y anticuerpo 
secundario anti-Kappa-PE (Becton Dickinson). Finalmente tetrámeros CD1d-Fc/ PA-A488 
(cedidos por la Dra. J.Gumperz) también fueron usados en citometría. 
Marcaje extracelular de citometría.  20x104-30x104 células fueron usadas en 
cada marcaje. Las células en cultivo fueron lavadas en PBS,  dejándolas en un  volumen 
final de 50μl, al que se añadió 1μgr de anticuerpo purificado. En marcajes con 
sobrenadantes de anticuerpos, las células fueron resuspendidas directamente en  50μl 
de éste. Se incubaron durante 30min a 4ºC. Después de varios lavados,  en el caso de 
que el anticuerpo estuviera marcado directamente, se resuspendió en 400μl de PBS. En 
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caso contrario, las células fueron resuspendidas en 40μl de PBS + 1μl de anticuerpo 
secundario, e incubadas 30 min a 4ºC y en oscuridad. Las células se resuspendieron en 
PBS después de varios lavados. Tanto en el marcaje directo o indirecto, se procedió a su 
análisis por el citómetro (Epics Elite, Coulter). 
Producción de fragmento F (ab´)2. Los F (ab´)2 de CD1d42 y MB40.3 fueron 
generados usando el kit Immunopure Fab y F(ab´)2 , de Pierce. Los anticuerpos fluyeron 
a través de una columna que contiene la enzima Ficina, que durante 20 horas cortó los 
anticuerpos incubando a 37ºC. El  F(ab´)2 fue separado del fragmento Fc al  fluir el 
resultado de la digestión por una columna de proteína A. Los fragmentos F(ab´)2 fueron 
concentrados usando un Centricon YM-10 (Millipore) y disueltos en PBS. La 
concentración de F(ab´)2 generada se midió por el método colorimétrico de Bio-Rad 
DC, basado en el de Lowry. La recta patrón fue elaborada con un anticuerpo de 
concentración conocida, se midió la  absorbancia a 750nm y se interpoló la absorbancia 
de nuestro purificado. Para comprobar la correcta fragmentación  los anticuerpos 
fueron chequeados en un gel SDS-PAGE al 10% bajo condiciones reductoras (DTT y β-
Mercaptoetanol). Las líneas celulares CD1d.221 y HLA-B48.221 fueron marcadas con 
dichos anticuerpos, seguido de un anticuerpo secundario anti-Kappa-PE, para 
comprobar que los fragmentos reconocían las moléculas.  
Bloqueo de moléculas de superficie con F(ab´)2. Las células dianas fueron 
incubadas con 4μg/ml de anticuerpo específico F(ab´)2 CD1d42 y  MB40.3, durante 30 
min a temperatura ambiente y previo al ensayo de citotoxicidad en RPMI 1640 1% suero 
de ternera fetal. 
 
1.6.-Ensayos de citotoxicidad: 
 
Ensayo estándar de 51Cr y Kit no-radiactivo  de detección de LDH (Lactato 
Deshidrogenasa) (Roche). En el ensayo estándar de 51Cr, las células diana fueron 
incubadas con 50μCi de Cr radiactivo durante 1 hora a 37ºC y 5% de CO2, antes de 
enfrentarlas a las células efectoras.   5000 células diana por pocillo fueron cultivadas en 
placa de 96 pocillos con fondo en “V” con las células efectoras durante 4 horas. 
Diferentes ratios Efector: Target (E: T) fueron empleados, todos ellos por triplicado. Los  
porcentajes de lisis específica fueron dados a partir de la cantidad de 51Cr o LDH 
liberada al medio durante la lisis. El 51Cr fue medido con un contador γ. La LDH es una 
enzima que rápidamente se libera ante un daño de la membrana celular, como es la 
lisis celular. El sobrenadante de los pocillos fue incubado con una mezcla de reacción 
procedente del kit de LDH, obteniéndose al final  un producto coloreado (formazán) 
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(Figura 22). Un espectrofotómetro de placa (Microplate Autoreader Bio-Tek, Cultek) 
fue usado para medir la cantidad de formazán formado (Absorbancia a 490). 
                             
      
 
 
 
 
 
 
Figura 22.- Esquema representativo de reacción enzimática de LDH. 
 
   El porcentaje de lisis específica fue calculado teniendo en cuenta la 
Absorbancia a 490 (Abs490) de la lisis mínima, máxima y la obtenida en cada ratio, 
siguiendo la formula: 
 
                                   %Lisis= Ratio Abs 490nm – Min Abs490nm 
                                          Max Abs490nm - MinAbs490  
 
 
1.7.-Análisis estadístico: 
 
 Los porcentajes de lisis fueron analizados con el test de Kolmogorov-Smirnoff y 
Chi-cuadrado, para determinar si pertenecían a una distribución Normal. Un test de 
ANOVA, fue usado para estudiar diferencias entre las varianzas de los valores de lisis. 
Los resultados fueron representados como la media de los valores de lisis ±  error 
estándar de la media (EEM). Statgraphics y SPSS fueron los programas informáticos 
utilizados en la elaboración de la estadística. 
 
2.-EFECTO DE LOS LIGANDS DE CD1d α Y β-GALCER.     
 
2.1.- Cultivo de células dianas con antígenos glicolipídicos. 
 
Las células diana Mock.221 y CD1d.221 fueron cultivadas 12 horas antes del 
ensayo de citotoxicidad con diferentes antígenos glicolipídicos. 3,5x10 5  células fueron 
cultivadas en un volumen final de 500 μl, con 100ngr/ml de dichos antígenos. P-20 y 
DMSO fueron usados como tratamiento control de nuestras células dianas. 
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α- Galactosilceramida disuelta en P-20 (Kirin) 
 
α- Galactosilceramida disuelta en DMSO (cedido por el Dr.Savage) 
 
β- Galactosilceramida sintética C12 (Avanti Polar Lipids), disuelta en 
DMSO 
 
 
 
Antígenos 
CD1d 
específico 
 
β- Galactosilceramida de cerebro bovino (Sigma), disuelta en DMSO 
 
Antígenos 
CD1 
específicos 
 
Ácido micólico procedente de Mycobacterium tuberculosis (Cepa 
humana) (Sigma), disuelto en DMSO. 
   
Tabla 3.- Antígenos CD1 específicos utilizados. 
 
2.2.- Análisis estadístico. 
 
 Para analizar el efecto de los ligandos de CD1 frente a la actividad lítica de 
células con actividad NK, se calculó el porcentaje de inhibición de la lisis, que viene 
dado como la diferencia entre el % de lisis de las células Mock.221 y CD1d.221, 
CD1a.221 o HLA-B48.221, para cada tratamiento (Sin tratamiento, con antígeno y  
solvente control). El análisis estadístico seguido con los % de inhibición de lisis fueron 
los mismo que anteriormente se han explicado (Sección 1, apartado 7). 
 
3.-DESARROLLO DE UN MODELO DE INFECCIÓN in vitro 
DE CÉLULAS DENDRÍTICAS POR Leishmania infantum. 
ACTIVIDAD CITOLÍTICA NK Y iNKT. iNKT PRODUCTORAS 
CITOCINAS.   
 
3.1.- Selección de monocitos y cultivo de células dendríticas. 
 
 Selección de monocitos. Las muestras fueron obtenidas a partir de PBMCs 
separadas por centrifugación en gradiente de Lymphoprep, a partir de Buffy coats de 
donantes sanos (Banco de Sangre de la Fundación Jiménez Díaz, Madrid y del Centro de 
Trasfusiones de la Comunidad de Madrid). Los monocitos fueron seleccionados por: 1) 
adhesión a plástico, PBMCs fueron mantenidas durante dos horas a una concentración 
de 3,5x106células/ml, en frascos de cultivo a 37ºC y con 5% CO2. Las células en 
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suspensión fueron retiradas tras varios lavados con RPMI-1640, de modo que los 
monocitos quedaron pegados a la superficie del frasco. 2) selección de células CD14 
positivas, PBMCs fueron incubadas con un anticuerpo anti-CD14 unido a bolas 
magnéticas (Miltenyi biotech) a una concentración de 20 μl de anticuerpo por cada 
1x107 células. Después de una incubación de 10 minutos las células se resuspendieron en 
500µl y fueron pasadas por una columna magnética.  
Cultivo de células dendríticas. Los monocitos pegados a sustrato fueron 
mantenidos durante 5 días en medio de cultivo RPMI-1640, 1% antibiótico/antimicótico 
y 10% de suero de ternera fetal y bajo condiciones estándar de cultivo celular (37ºC, 5% 
CO2). Las células dendríticas fueron suplementadas con 800U de GM-CSF y 600U IL-4. 
Para obtener células dendríticas maduras las células dendríticas inmaduras fueron 
incubadas después de esos 5 días con 10 µg/ml de LPS (Lipopolisacarido de Eschericia 
coli liofilizado) durante 2 días.  
 
3.2.-Infección de células dendríticas. Tratamiento con extractos 
antigénicos o Lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania donovani.  
 
 Infección de células dendríticas con Leishmania infantum. Las formas 
amastigote y promastigote de Leishmania infectan a las células dendríticas mantenidas 
en cultivo durante 5 días con GM-CSF e IL-4. A un ratio de 5:1 (Parasito: dendrítica) 
fueron cultivadas durante 48 horas previo a los ensayos de citotoxicidad y de producción 
de citocinas.  
Para comprobar la infección de células dendríticas con amastigote y 
promastigote de Leishmania infantum, las células dendríticas fueron infectadas con 
parásitos marcados con CFSE (Carboxifluorescein diacetato succinimidil éster) 
(Molecular Probes) 10µg/ml durante 10 minutos. Después de dos días, fueron analizados 
por citometría de flujo.  
Las células dendríticas fueron cultivadas con Rosigliotazona (RSG) a una 
concentración de 2,5μM y 5μM de antagonista de RSG (GW9662) durante 5 días. Las 
células infectadas con amastigote o promastigote también fueron tratadas a la vez con 
antagonista después de 5 días de cultivo para la diferenciación de iDCs.  
 Tratamiento de células dendríticas con extractos antigénicos de L. 
infantum  o LPG de L. donovani. Las células dendríticas fueron cultivadas durante 
dos días con extractos antigénicos de amastigote y promastigote, a una concentración  
de 5 μg/ml o 1 μg/ml  de LPG. Previo al uso de las células en citotoxicidad o en 
estimulación de células NKT para producción de citocinas.  
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3.3.- Cultivo células NK y NKT autólogas. 
 
 Células NK autólogas. Fueron obtenidas partiendo de aquellas células que o 
bien no fueron pegadas a sustrato o bien no quedaron retenidas en la columna de 
selección de  células CD14+. Durante varios días fueron cultivados  en RPMI-1640, 1% 
antibiótico/antimicótico y 10% de suero de ternera fetal, con 800U rh-IL-2. Las células 
CD56+CD3- fueron seleccionadas con el Kit II de selección de NK humanas (Sección 1, 
apartado 3). 
 Células NKT autólogas. PBMCs de algunos donantes fueron separadas en dos 
partes, en una primera, las células fueron usadas para expandir NKT  (Sección 1, 
apartado 4). Y la otra parte fue congelada en Nitrógeno líquido. Días antes de 
seleccionar las células iNKT  (Vα24+/β11+) (Sección 1, apartado 4), las PBMCs fueron 
descongeladas, seleccionándose las células CD14+, siguiendo el protocolo descrito 
anteriormente. 
  
3.4.-Anticuerpos, sobrenadantes y purificación de anticuerpos. 
Marcaje extracelular de citometría, producción de F(ab´)2 y 
bloqueo de moléculas de superficie: 
 
Anticuerpos. Además de los anticuerpos ya indicados (sección 1, apartado 5), 
otros anticuerpos usados, fueron: anti-CD40 humano (Ratón IgG1) (BD PharMingenTM); 
3D12 (anti-HLA-E humano, ratón IgG1) (cedido por el Dr. Geregthy); anti-CD86 humano-
PE (BD PharMingenTM); anti-CD80 humano-PE (BD PharMingenTM) y anti-HLA-DR-PE (BD 
PharMingenTM). La proteína de fusión NKp30-Ig (cedido por el Dr. Mandelboim). 
Anticuerpo secundario de cabra anti-Ig humana total unido a FITC (Kallestad).  
Sobrenadantes y purificación de anticuerpos. El sobrenadante del 
anticuerpo monoclonal anti-CD94, HP3D9 (IgG1) (cedido por el Dr. López –Botet), fue 
purificado a través de una columna de afinidad de proteína A (Bio-Rad LAboratories). El 
sobrenadante fue diluido en un tampón de pH básico (pH=9), y aplicado sobre la 
columna de proteína A. Después de lavar la columna con tampón básico, el anticuerpo 
pegado a la proteína A por el fragmento Fc fue eluido con búfer ácido (pH=3). Y 
recogido sobre un volumen de Tris HCl pH=9. El eluido fue dializado en PBS durante dos 
días. El anticuerpo dializado fue concentrado usando un Centricon YM-10 (Millipore). La 
concentración final de anticuerpo purificado fue calculada usando la relación: 
 
                    mg/ml anticuerpo = A280x 0.74xfactor de dilución 
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Conjugación de Fluoresceína a W6/32 (anti-HLA-I). W6/32 anticuerpo 
anti-HLA I (ratón IgG2a) purificado previamente en nuestro laboratorio, fue unido a FITC 
siguiendo el protocolo descrito en  Current Protocols de unión de FITC a anticuerpo. El 
anticuerpo fue dializado durante dos días en 500ml de tampón de marcaje FITC (0.05M 
Ácido bórico, 0.2M NaCl y pH 9.2) a 4ºC. La concentración de anticuerpo fue calculada 
midiendo la absorbancia a 280 nm y usando la relación: 
 
   mg/ml = A280x 0.74xfactor de dilución 
 
1mg de anticuerpo fue incubado durante dos horas a temperatura ambiente  con 
20μl  de una concentración de FITC 5mg/ml diluido previamente en DMSO. Para 
eliminar el FITC no unido a anticuerpo se procedió a una segunda diálisis esta vez con 
500ml de tampón de diálisis (0.1M TrisHCl, pH 7.4; 0.1% NaN3; 0.2M NaCl, ajustando 
todo el tampón a un pH 7.4) a 4ºC. 
Producción de fragmento F (ab´)2. El F (ab´)2 de W6/32 fue generado 
siguiendo el protocolo descrito en el Current Protocols de digestión con Pepsina (Sigma-
Aldrich). 1.5 mg de anticuerpo fue diluido durante 4 horas a 4ºC, en buffer acetato pH 
4. Se calculó la concentración de IgG midiendo la absorbancia a 280, calculando la 
concentración según el coeficiente de extinción correspondiente a IgG2a:  
 
mg/ml = A280x 1.43xfactor de dilución 
 
Previo a la fragmentación a gran escala del anticuerpo dializado, se procedió a 
determinar el tiempo de incubación de mayor eficacia de actividad de la pepsina. Una 
vez elegido el tiempo de incubación, se añadió 0.1mg/ml de pepsina disuelta en 
tampón acetato a pH 4, a 1mg de anticuerpo. Después de 8 horas de incubación se paró 
la reacción añadiendo 50μl de Tris base 2M por cada ml de reacción. El  F (ab´)2 fue 
separado del fragmento Fc al fluir el resultado de la digestión por una columna de 
proteína A. Los fragmentos fueron concentrados usando un Centricon YM-10 (Millipore) y 
disolviéndolo en PBS. La concentración de F(ab´)2 generada se midió por el método 
colorimétrico de Bio-Rad DC, basado en el de Lowry. La recta patrón fue elaborada con 
un anticuerpo de concentración conocida, midiéndose la  absorbancia a 750nm, e 
interpolando la absorbancia de nuestro purificado. Para comprobar la correcta 
fragmentación, los anticuerpos fueron chequeados en un gel SDS-PAGE al 10%, bajo 
condiciones reductoras.  
 Los F(ab´)2 del anticuerpo monoclonal CD1d42 (anti-CD1d humano), 3D12 (anti 
HLA-E humano) y MB40.3 (anti-HLA-B48), éste último usado como control, fueron 
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generados por digestiones con Ficina (Sección 1 apartado 5). 
Bloqueo de moléculas de superficie con F(ab´)2. Las células dendríticas 
infectadas con amastigote y promastigote de Leishmania infantum, y células dendríticas 
maduras, fueron bloqueadas con los F(ab´)2 de los anticuerpo W6/32 (anti-HLA-I), 
CD1d42 (anti-CD1d humano), 3D12 (anti-HLA-E) y MB40.3 (anti-HLA-B48 humano) previo 
al ensayo de citotoxicidad. Las células NK autólogas CD56+ CD3- también fueron 
bloqueadas con el anticuerpo monoclonal HP3D9 (anti-CD94 humano) (Sección 1 
apartado 5). 
 Bloqueo de enlace Gal α1-3 Gal con lectina IB4. Las células dendríticas 
infectadas con amastigote o promastigote, cultivadas con extractos antigénicos de 
Leishmania infantum o con LPG de Leishmania donovani fueron incubadas durante 15 
minutos en PBS con 0.1mM de CaCl2 y 1µg/ml de IB4 (Fluorescein bandeiraea 
(Griffonia) Simplicifolia Lectin I (Isolectin B4) (Vector Laboratories), previo al ensayo 
de citotoxicidad o al estudio de producción de citocinas  de células NKT.  
 
3.5.-Citotoxicidad.  
 
 Las células dendríticas inmaduras, infectadas con L. infantum y dendríticas 
maduras fueron enfrentadas a células NK CD56+ CD3-  autólogas. Las células 
dendríticas cultivadas con extractos antigénicos de L. infantum  y con LPG de L. 
donovani fueron a su vez enfrentadas a células NKT autólogas seleccionadas 
previamente (Vα24+ Vβ11+). Ensayos de citotoxicidad no radiactivos de liberación de 
LDH fueron realizados en todos estos estudios (Sección 1, apartado 6). 
 
3.6.-Producción de citocinas. 
 
 Las células NKT (Vα24+ Vβ11+) seleccionadas previamente, fueron estimuladas 
durante 8 horas a 37ºC y 5% CO2, con células dendríticas inmaduras en una proporción 
de 1:5 (Células dendríticas: células NKTs), infectadas con las formas amastigote y 
promastigote o cultivadas con extractos  antigénicos de L. infantum. También fueron 
tratadas con LPG de L. donovani. Después de la incubación se midió el porcentaje de 
células NKT productoras de IFN-γ e IL-4. Para ello, se utilizó el kit de detección de 
citocinas humanas (Miltenyi Biotec). Las células NKT productoras después de la 
estimulación, fueron incubadas con un doble anticuerpo anti-CD3 por un lado y anti-
IFN-γ o IL-4 por otro, durante 45 minutos a 37ºC. Las citocinas fueron secretadas en 
ese tiempo y retenidas por el anticuerpo anti-citocina pegado a la célula. Las células 
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secretoras de citocinas fueron marcadas con otro anticuerpo anti-citocina marcado 
con PE. El porcentaje de células NKT productoras se analizó por citometría de flujo. 
 
3.7.-Marcaje de células NKT con dimeros de CD1d unidos a 
ligando. 
 
 Las células NKT fueron marcadas con dímeros de CD1d cargados con α-GalCer 
o con LPG y analizadas por citometría de flujo. 4μg de dímeros de CD1d (BD 
Pharmingen) fueron incubados con 0.55μg de α-GalCer o LPG, en PBS pH=7, durante 
12 horas a 37ºC. 1x106 de células NKTs fueron incubados durante 10 min en PBS 1% 
suero humano AB, a 4ºC. 2μg de dímero cargado con antígeno fue añadido a la 
suspensión de células NKT en PBS 1% suero AB. Después de 1 hora de incubación a 4ºC, 
las células se lavaron e incubaron de nuevo durante 10 minutos en PBS con 1% suero 
AB. Las células se volvieron a incubar con 2μg de anticuerpo secundario FITC (anti-
IgG de ratón) durante 30minutos a 4ºC. Tras lavar las células fueron resuspendidas en 
400μl de PBS y se analizaron por citometría. 
 Los estudios de desplazamiento antigénico se realizaron incubando los 
dímeros ya unidos a α-GalCer o a LPG, con una concentración 3 ó 10 veces superior 
de LPG o α-GalCer, respectivamente, durante 12 horas a 37ºC. 
 
3.8.-Análisis estadístico. 
 
 Se analizaron las medias± desviación estándar (DEM) de los valores obtenidos 
de los estudios de marcadores de superficie (CD1a, CD1d, HLA-I, HLA-DR, CD86, HLA-
E…), tanto como en los porcentajes de células positivas, como en los MFI (Mean 
Fluorescence Intensity). Se calcularon la normalidad y ANOVA de dichos análisis. 
Las diferencias en los porcentajes de lisis entre los distintos tratamientos 
fueron analizados también tanto en normalidad como con test ANOVA (Sección 1 
apartado 7).  
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1.-ACTIVIDAD CITOLÍTICA DE CÉLULAS NK  FRENTE A 
CÉLULAS QUE EXPRESAN CD1d HUMANO.     
 
1.1.-Generación de células HLA clase I deficientes transfectadas 
on C 1d.  c D  
Con el objeto de estudiar el efecto que tiene la expresión de CD1d sobre la 
actividad citolítica de células NK, se usaron líneas celulares deficientes de HLA de 
clase I, con el fin de eliminar la señal inhibidora que estas moléculas ejercen sobre 
las células NKs. La línea L721.221 fue trasfectada con el plásmido pSRαNeo con o sin 
la región codificante para la molécula CD1d humana. También se utilizó la línea 
celular C1R trasfectada igualmente con el plásmido pSRαNeo y la región para CD1d.  
En ambas líneas celulares fue necesario seleccionar aquellas células con mayor 
sobreexpresión de CD1d en la superficie celular. Para ello se realizó una selección 
con bolas magnéticas y un anticuerpo específico para CD1d (51.1.3). Los resultados 
de la selección magnética se comprobaron  por citometría de flujo. Se generaron  
líneas controles (Mock.221 y C1R.Mock) con el plásmido pSRαNeo y líneas que 
sobreexpresaban la molécula deseada CD1d (CD1d.221 y C1R.CD1d) (Figura 23). 
     
   
        
 
 
 
          
 
Figura 23.- Expresión de CD1d en las líneas celulares CD1d.221 ( ) y C1R.CD1d 
( ). Y las líneas controles Mock.221 y C1R.Mock ( ). El anticuerpo 51.1.3, 
específico para CD1d fue usado en el análisis de citometría. 
 
1.2.- Estudio de la actividad citolítica NK frente a células diana 
que expresan CD1d. 
  
Las células NK expresan receptores inhibidores en su superficie que reconocen  
algunas moléculas HLA de clase Ia (HLA-A,-B y -C)  y Ib (HLA-E, -F y -G) al igual que 
HLA de clase Id como es el caso de moléculas del sistema CD1 (CD1a, b y c), e 
inhiben su actividad citolítica. 
 Para estudiar si las células NK también se inhiben al reconocer CD1d humano 
sobreexpresado en células diana deficientes de HLA de clase I, se enfrentaron ambos 
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tipos celulares en ensayos de citotoxicidad estándar de liberación de 51Cr o de 
liberación de LDH (Lactato Deshidrogenasa).  
Distintos tipos de células efectoras fueron usadas para estudiar el efecto de la 
expresión de CD1d. En un principio y en estudios preliminares se emplearon PBMCs 
frescas aisladas de donantes sanos. Éstas fueron enfrentadas, como control, a células 
diana que sobreexpresaban la molécula HLA de clase I B48 (HLA-B48.221) ó CD1a 
(CD1a.221), moléculas que inhiben la actividad citolítica NK, y frente a CD1d.221, 
objeto de nuestro estudio. Como control positivo de lisis, se usó la línea Mock.221 
deficiente de clase HLA de clase I y de CD1 (Figura 24a). Los resultados mostraron 
una ligera inhibición de la lisis cuando las células diana expresaban CD1d, similar a la 
observada con las células diana HLA-B48.221 y CD1a.221, utilizadas como controles.  
Teniendo en cuenta que esos resultados apoyaban la hipótesis inicial, se 
continuó con el estudio, utilizando PBMCs activadas con IL-2 durante 2-3 días (Figura 
24b)  y células NK CD56+CD3- seleccionadas magnéticamente de PBMCs (Figura 24c), 
como células efectoras. Las células diana empleadas fueron las mismas que las 
usadas inicialmente: HLA-B48.221, CD1a.221, CD1d.221 y Mock.221.  
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Figura 24.- a) Actividad citolítica de PBMCs frescas como células efectoras. b) PBMCs 
activadas con IL-2. c) células NK CD56+CD3. Mock.221(♦). CD1d.221 (◊), HLA-B48.221 (∆) 
y CD1a.221 (∗).  
 
Los resultados fueron semejantes a los obtenidos con PBMCs frescas aunque la 
inhibición fue mayor. La actividad citolítica disminuyó cuando las células diana 
expresan CD1d, HLA-B48 o CD1a en su superficie, comparando con la línea control. 
Con las células efectoras NKs CD56+CD3- se observaron las mayores diferencias en 
porcentaje de lisis entre células diana control (Mock) y dianas con sobreexpresión de 
moléculas inhibidoras (CD1d, CD1a y HLA-B48). 
 
  IV Resultados 
Para apoyar los resultados que se observaron de inhibición de la actividad 
citolítica NK frente a la expresión de CD1d en la superficie de las células diana 
L721.221, se añadió otra línea celular diana a los estudios. La línea C1R también 
deficiente de HLA de clase I fue enfrentada a células NK CD56+CD3- en ensayos de 
citotoxicidad. Se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con la línea 
L721.221. Se redujo la actividad citolítica cuando CD1d estaba expresado en las 
células diana comparando con las líneas controles (Mock.221 y C1R.Mock). (Figura 
25). 
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Figura 25.- La actividad citolítica de células NK 
CD56+CD3- . Células dianas controles Mock.221 (♦), 
C1R.Mock (●), CD1d.221 (◊) y CD1d.C1R (Ο).  
                                    
  
 
No solo se emplearon dos líneas diferentes de células diana, también otros 
tipos de células efectoras con actividad NK fueron incluidos en los análisis. Se estudió 
la actividad de la línea policlonal humana NKL enfrentada a las células diana 
L721.221  transfectadas con CD1d, CD1a, HLA-B48 y control (Figura 26). El 
porcentaje de lisis fue menor con células diana que expresan CD1d, CD1a y HLA-B48, 
como ocurrió en los casos anteriores con células efectoras de donantes sanos. 
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Figura 26.- Actividad citolítica de células NKL frente 
a células diana; CD1d.221 (◊), CD1a.221 (∗), HLA-B48.221 
(∆) y  Mock.221 (♦).  
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También se inhibió la actividad lítica de la línea NKL cuando CD1d estaba 
expresado en la línea C1R teniendo en cuenta el control C1R.Mock (Figura 27).  
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Figura 27.-  Diferencias en  el porcentaje de 
lisis de células NKL entre células C1R.CD1d (Ο) y 
C1R.Mock (●).  
  
 
          
  
Otro tipo celular con actividad citolítica NK son los linfocitos T humanos CD8+ 
transformados con Herpesvirus Saimiri (HVS), que pueden mostrar actividad 
citotóxica frente a la línea K562 (Biesinger, B. et al., 1992). Se estudió si también 
poseían actividad lítica frente a las líneas celulares diana L721.221 y C1R que se 
habían incluido en nuestro estudio. Varias líneas oligoclonales de linfocitos T 
infectadas con HVS fueron usadas en ensayos de citotoxicidad, como HVS-CTO, HVS-
CJL y HVS-ANZ. Todas ellas fueron capaces de lisar la línea Mock.221 y se inhibieron 
frente a CD1d.221, como se observa en la Figura 28. 
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Figura 28.- Actividad citolítica de líneas de linfocitos T-HVS (HVS-ANZ, HVS-CJL y 
HVS-CTO) frente a dianas (CD1d.221 (◊) y control Mock.221 (♦).  
 
 50
 
  IV Resultados 
 51
De entre todas estas líneas HVS fue con la línea HVS-CTO con la que se 
obtuvieron diferencias más notables al comparar entre células diana control y dianas 
con expresión de CD1d y por esto fue elegida para posteriores estudios. Al 
enfrentarla a la línea celular diana C1R.CD1d se observó el mismo efecto inhibitorio 
(Figura 29). 
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Figura 29.- Actividad lítica de la línea HVS-CTO 
frente a C1R.CD1d (Ο) y C1R.Mock (●). 
 
 
 
 
Todas las células efectoras usadas en los estudios: PBMCs frescas, PBMCs 
cultivadas con IL-2, células CD56+CD3- y las líneas celulares NKL y T-HVS,  mostraron 
inhibición de la actividad lítica cuando las células diana expresaban CD1d en su 
superficie celular, ya fuera en la línea celular L721.221 o en la C1R. La inhibición fue 
comparable a la que se obtuvo con otras moléculas de las que ya se había descrito su 
capacidad para inhibir la actividad citolítica NK, como son las moléculas CD1a y HLA-
B48. En todos los casos los resultados fueron repetidos un número suficiente de veces 
que nos permitió realizar análisis estadístico con las diferentes células efectoras: 
CD56+CD3-, NKL y HVS-CTO, y líneas celulares diana L721.221 (Mock.221, CD1d.221) 
(Figura 30a) o C1R (C1R.Mock y C1R.CD1d)  (Figura 30b). Los experimentos 
mostraron diferencias significativas al comparar los porcentajes de lisis de las dianas 
control y las trasfectadas con CD1d, en los diferentes ratios y con las distintas células 
efectoras. 
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Figura 30.- Se muestra la media ± EEM. a) Los porcentajes de lisis con las células 
Mock.221 ( ) y CD1d.221 ( ) son significativamente diferentes a: los E:T Ratio 7.5:1 
y 15:1 frente a CD56+CD3- (*,p=0.041 y *,p=0.034, respectivamente) (n=8); E:T Ratio 2:1 
frente a NKL (*,p=0.048)(n=7) y E:T Ratio 5:1 y 10:1 frente HVS-CTO (**,p=0.004 y 
*,p=0.019)(n=8). b) Las dianas C1R.Mock ( ) muestran diferencias significativas con 
C1R.CD1d ( ), a los E:T Ratio: 7.5:1 y 15:1 frente a CD56+CD3- (***,p=0.0003 y 
**,p=0.007) (n=4); 2:1 frente a NKL (*,p=0.04)(n=3) y 10:1 frente a HVS-CTO 
(*,p=0.02)(n=3). 
 
 
1.3.- Reversión de la inhibición producida por CD1d con el 
F(ab´)2 de un anticuerpo específico de CD1d humano. 
 
 Para confirmar que el efecto observado era específico de CD1d, esta molécula 
fue bloqueada con el fragmento F(ab´)2 (Fragmento de unión a antígeno) del 
anticuerpo monoclonal específico de CD1d humano CD1d42.  
 EL fragmento F(ab´)2 fue generado a partir del corte enzimático del 
anticuerpo comercial CD1d42 (IgG1κ) con Ficina. El F (ab´)2 fue separado del Fc 
(Fragmento cristalizable). Para comprobar que el corte  enzimático del anticuerpo 
habías sido correcto, se procedió a separar el F(ab’ )2 en gel SDS-PAGE (Figura 31a). 
El F(ab´)2 del anticuerpo MB40.3 (IgG1) (anti HLA-B48 humano) fue usado como 
control en ensayos de bloqueo posteriores y también fue digerido con Ficina (Figura 
31b). En un gel SDS-PAGE y bajo condiciones reductoras el anticuerpo se separó en: 
una banda de 50kDa de la cadena pesada y otra de 25kDa de la ligera. Los fragmentos 
F(ab´)2 generados, bajo condiciones reductoras se separaron en dos bandas de 25kDa, 
correspondientes al fragmento F ab. La foto muestra que la digestión fue correcta y 
también la separación del fragmento Fc generado.  
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l fragmento F(ab´)2 generado fue capaz de reconocer la molécula CD1d 
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C ) y F(ab´)2 MB40.3 ( ).  
 on el fin de revertir la inhibición lítica observada con CD1d, las células diana 
 
 
 
 
 
 
Figura 31.-  En un gel SDS-PAGE bajo condiciones reductoras. a)
8 humano. 
 
E
sada en los dos tipos de líneas celulares dianas usadas CD1d.221 y C1R.CD1d, 
como se observa en el análisis de citometría que se realizó (Figura 32). El F(ab´)2 
MB40.3 fue usado como control en el marcaje y no se unió a ninguna de las dos líneas 
celulares con expresión de CD1d. 
 
  
 
 
  
 
 
Figura 32.-  Marcaje celular de CD1d.221 y C1R.CD1d con lo
2 D1d42 (
 
C
Mock.221 y CD1d.221 fueron incubadas con el anticuerpo F(ab´)2 específico para 
CD1d humano antes del ensayo de citotoxicidad. En el mismo ensayo se pusieron 
células diana sin anticuerpo e incubadas con el F(ab´)2 MB40.3. Las células efectoras 
fueron células NK CD56+CD3-, NKL y HVS-CTO. CD1d quedó bloqueado y no accesible 
para su reconocimiento por la célula efectora. Los resultados mostraron una 
reversión de la inhibición cuando CD1d estaba unido a su anticuerpo, no 
observándose este efecto cuando las células diana fueron tratadas con el control 
F(ab´)2 MB40.3 o el  tratamiento blanco. Se analizó la normalidad de los resultados y 
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se compararon las varianzas (ANOVA). Se observaron diferencias significativas cuando 
las células diana CD1d.221 fueron bloqueadas con F(ab´)2 CD1d42 con respecto al 
tratamiento blanco o control (F(ab´)2 MB40.3) (Figura 33). Con las células diana 
control (Mock), no existieron diferencias entre las células incubadas con los F(ab´)2 
de los anticuerpos MB40.3, CD1d42 o las células solas.  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Mock.221 y CD1d.221 frente a CD56+CD3-, NKL y HVS-CTO. Diferencias 
significativas entre CD1d.22  
o 
 
 
 
Figura 33.- 
1 tratadas con F(ab´)2 CD1d42 ( ) y sin  tratamiento ( )
con F(ab´)2 control ( ): con las células efectoras CD56+CD3- (**,p=0.009)(n=3), 
NKL (*, p= 0.039)(n=3) y HVS-CTO (*,p=0.044)(n=3). Se representa la media ± EEM. 
2.- EFECTO DE LOS LIGANDOS DE CD1d: α Y β-
GALACTOSILCERAMIDA.    
er presentado por CD1d en la 
hibición de la actividad lítica de células NK. 
endógenos y exógenos. 
osee un lugar de unión antigénico profundo e hidrofóbico, que permite la unión de 
largas 
 
 
2.1.- Efecto de α y β-GalC
in
 
CD1d tiene la capacidad de presentar glicolípidos 
P
cadenas lipídicas también hidrofóbicas. α-GalCer es una ceramida exógena y 
potente activadora de  células NKT, que procede de extractos de una esponja marina. 
β-GalCer es otra ceramida que posee la misma región apolar que α-GalCer, región 
por la que se une a CD1d. Tan solo se diferencia en el modo en que se une la 
galactosa a la ceramida, región polar que queda expuesta para su reconocimiento por 
receptores en la célula efectora.  
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 Figura 34.- Actividad citolítica de células 
NKT frente a CD1d unido a α-GalCer  y   
enfr ) 
 
 
 
Una vez confirmada la unión de la ceramida al CD1d expresado en la línea 
CD1d.221, se analizó cómo actuaban las células NK al reconocer estos antígenos 
presen
 distribución normal. Se observaron diferencias significativas al 
compa
Se estudió el efecto de cada uno de estos antígenos presentados por CD1d 
sobre la actividad lítica de células 
GalCer toda la noche para favorecer la unión del antígeno a CD1d. Para 
confirmar que el CD1d expresado en la línea CD1d.221 estaba unido a esta ceramida, 
se enfrentaron estas células diana a células NKT (Vα24+ Vβ11+) seleccionadas después 
de una expansión con α-GalCer. Las células NKT reconocieron α-GalCer presentado 
por CD1d e incrementaron su actividad lítica. La gráfica muestra este aumento en el 
porcentaje de lisis existiendo un efecto dosis dependiente (Figura 34).  
    
     
 
 
 
 
 
 
entada a células NKT. E:T Ratio 5:1(
y E:T Ratio 10:1 ( ). 
tados por CD1d. Las células diana Mock.221 y CD1d.221 fueron cultivadas con 
α-GalCer, con P-20 (vehículo en que está disuelto la ceramida) o sin tratamiento, 
previo al ensayo de citotoxicidad. La concentración de α-GalCer añadida a los 
cultivos fue la misma que la utilizada para expandir células NKT (100ng/ml). Las 
células efectoras empleadas en todos los ensayos fueron las células NK CD56+CD3-. 
Con los porcentajes de lisis de los distintos E:T Ratio, se calcularon los porcentajes 
de inhibición de la lisis, que vienen dados como la diferencia entre la lisis de las 
células control y las células CD1d.221 para cada tratamiento (Sin tratamiento, α-
GalCer y P-20).    
Los resultados se analizaron estadísticamente después de comprobar que 
pertenecían a una
rar el porcentaje de inhibición de la lisis entre dianas cultivadas solas y 
cultivadas con α-GalCer o con P-20. Se produjo una disminución de la inhibición de la 
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lisis, o lo que es lo mismo, un aumento de la actividad lítica cuando CD1d presentaba 
α-GalCer o la línea diana CD1d.221 era cultivada con P-20 (Figura 35). No se pudo 
descartar que el efecto observado fuera causado por el vehículo P-20 o por la 
ceramida, ya que ambos porcentajes de inhibición de la lisis no se diferenciaban 
entre ellos. 
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Figura 35.- Diferencias entre el 
porcentaje de inhibición de la lisis de dianas 
sin tratamiento y cultivadas con α-GalCer o P-
20 (**,p=0.0028) (n= 14). Se representa la 
 P-20 fue necesario utilizar α-GalCer disuelta en 
otro solvente orgánico. α-GalCer disuelta en DMSO fue usada en los siguientes 
ensayo
          
Figura 36.-  α-GalCer presentada por CD1d 
y disuelta en DMSO  comparada con células no 
tratadas o cultivadas con DMSO. (**,p= 0.001) 
(n=12). Se representa la di
s realizados. Las células efectoras que se utilizaron en todos los ensayos 
fueron las células NK CD56
 
 
dispersión de datos, indicando la media ± EEM. 
 
 
 
 
 
40 **
Para eliminar el efecto de
+CD3-.  (Figura 36). El porcentaje de inhibición de la lisis 
en este caso solo disminuyó con el glicolípido y no con el solvente orgánico. Se 
observaron diferencias significativas entre las dianas cultivadas con α-GalCer y las 
cultivadas solas o con DMSO. α-GalCer presentado por CD1d hizo desaparecer la 
protección que la expresión de esta molécula unida a lípido endógeno tenía sobre la 
lisis de las células efectoras NK.  
 
 
 
 
 
 
spersión de datos, 
indicando la media ± EEM.  
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β-GalCer también se une a CD1d, el 
mismo modo que con α-GalCer. En un principio se trabajó con β-GalCer disuelta en 
DMSO 
 
 
 
 
 
 
igura 37.- Efecto de β-GalCer disuelta en DMSO: a) β-GalCer es comparada con las 
células sin tratamiento y cultivadas con DMSO (***,p=0.0001) (n=10). b) con β-GalCer 
C12 sintética comparada con células control (DMSO) y sin tratamiento (*,p=0.046) 
(n
on pr sentadas por 
CD1d y se enfrentaron a células NK. Para confirmar que el efecto fue causado por la 
presen
y se estudió el efecto de este antígeno d
y procedente de cerebro bovino (Figura 37a), pero al no tratarse de la 
ceramida pura, los experimentos se repitieron con β-GalCer C12 sintética y también 
diluida en DMSO (Figura 37b). La concentración de ceramida añadida fue la misma 
que con α-GalCer (100ngr/ml). Las células efectoras empleadas en todos los ensayos 
fueron las células NK CD56+CD3-. Los resultados con ambas ceramidas indicaron que 
existe una disminución del porcentaje de inhibición de la lisis en ambos casos, al 
igual que ocurría con α-GalCer. Se observaron diferencias significativas (ANOVA) al 
comparar las dianas cultivadas con ceramida con las células solas o cultivadas con 
DMSO. 
 
 
 
 
 
 
F
=6). Se representa la dispersión de datos, indicando la media ± EEM.  
 
 
 
Se  apreció por tanto un efecto cuando las ceramidas fuer e
tación de la ceramida por CD1d y no por el efecto de la ceramida sobre esas 
células diana, se realizaron los mismos análisis con otras células diana que 
expresaban otras moléculas en su superficie, como son HLA-B48.221 y CD1a.221. 
Ambos tipos celulares fueron cultivados con α-GalCer disuelta en P-20 o DMSO (con 
resultados similares) y β-GalCer C12 disuelta en DMSO y se enfrentaron a células 
efectoras NK CD56+ CD3-. Se calcularon los porcentajes de inhibición de la lisis 
(diferencia entre el porcentaje de lisis de las células Mock.221 y las diana HLA-
B48.221 y CD1a.221, respectivamente). Se analizaron las varianzas (ANOVA) de los 
datos obtenidos después de comprobar que se trataban de distribuciones normales 
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(Figura 38 a y b).  En ninguno de los casos se observaron diferencias significativas al 
tratar con las ceramidas comparando con los controles con DMSO o P-20 y con las 
células dianas sin tratamiento. Células efectoras CD56+CD3- fueron empleadas en el 
análisis.         
 
 
 
 
 
 
 
      
 
ock y CD1a 
 ), con α-
GalCer ( -GalCer C12 ( ) 
y 
 ecidimos analizar el efecto de otro antígeno glicolipídico 
presentado por CD1, y estudiar su efecto en la actividad citolítica de células NK. El 
 
 
   
 
 
Figura 38.- La media del porcentaje de inhibición de lisis entre células M
y HLA-B48 es representado ± EEM. a) Células diana sin tratamiento (
) y DMSO ( ) (n=12). b) Dianas sin tratamiento ( ), con β
DMSO (  ) (n=6). 
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ácido micólico es uno de los constituyentes de la pared bacteriana de 
Mycobacterium tuberculosis. Presentado por CD1b produce un aumento en la 
inhibición de la actividad citolítica de células NK (Carbone, E. et al., 2000). Las 
células diana utilizadas en los ensayos fueron: Mock.221, CD1d.221, CD1a.221 y HLA-
B48.221. Al igual que en los casos anteriores, las células diana cultivadas con este 
glicolípido (CD1a.221, CD1d.221 y HLA-B48.221) no presentaron cambios en el 
porcentaje de inhibición con respecto a las células sin tratamiento o con DMSO 
(Figura 39). No hubo diferencias significativas en la varianza de las distribuciones 
normales.  
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Figura 39.- Porcentaje de inhibición 
de la lisis entre Mock.221 y: CD1d.221, 
CD1a.221 y HLA-B48. Dianas sin 
tratamiento ( ), con ácido micólico 
Como conclusión podemos decir que no todos los glicolípidos produjeron un 
aumento de la lisis sobre las células NK al ser cultivados con la línea CD1d.221, sólo 
se obs
e CD1d en la línea L721.221 (Figura  
). 
Figura 40.- ivada con α o β-
GalCer (
2.2.- M CD1d 
nido
 
en un cultivo normal, plantea la posibilidad de que la célula 
+ -
(CD1d-Fc/PA-A488) unidos a α-GalCer, y en doble marcaje con marcadores 
( ) y con DMSO ( ). (n=8). Se 
representa  la media ± EEM. 
 
 
 
 
 
 
 
ervó con α y β-GalCer. Tampoco todas las células diana aumentaron su 
sensibilidad frente a la actividad lítica de células NK, cuando fueron cultivadas con 
las α y β-GalCer, sólo las que expresaban CD1d.  
 Además comprobamos que el tratamiento de las células diana con α o β-
GalCer no incrementó ni disminuyó la expresión d
40
 
 
 
 
 
 
 
Expresión de CD1d en la línea celular CD1d.221 cult
) o sin tratamiento ( ). 
 
arcaje de células efectoras NK con tetrámeros de 
 a α-GalCer. u
 El hecho de que CD1d unido con α o β-GalCer  eliminara el efecto protector 
que inicialmente poseía 
NK no reconociera CD1d unido a estas ceramidas. Para corroborar esta hipótesis las 
células efectoras CD56  CD3 , NKL, HVS-CTO se marcaron con tetrámeros de CD1d 
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específicos: CD56, CD25 y CD3, respectivamente. No se observó unión del tetrámero 
a las células efectoras, lo que apoyaba la idea de que estas células no reconocen 
CD1d unido a α-GalCer. Las células NKT Vα24+Vβ11+ fueron utilizadas como control 
de tinción positivo (Figura 41).           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41.- Marcaje de células efectoras CD56+CD3-, NKL y HVS-CTO con el 
tetrámero de CD1d unido a α-GalCer.  
 
 Com  conclusión global de este apartado podemos afirmar que la molécula 
CD1d huma 1.221 
 C1R, inhibió la actividad citolítica  de células efectoras con actividad NK. Dicha 
o
na expresada en las líneas celulares HLA de clase I deficientes, L72
y
inhibición fue revertida cuando CD1d estaba unido a α o β-GalCer, lo que nos hizo 
pensar en una falta de reconocimiento del receptor inhibidor a este complejo 
CD1d:Ceramida, apoyado por los resultados de  marcajes con tetrámeros de CD1d: α 
-GalCer.   
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3.-DESARROLLO DE UN MODELO DE INFECCIÓN in vitro 
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DE CÉLULAS DENDRÍTICAS HUMANAS POR Leishmania 
infantum.
3.1.- Infección de células dendríticas por Leishmania infantum.  
Las células dendríticas inmaduras pueden ser infectadas por diversos  tipos de 
 infectadas por 
Leishm
                  
- Células dendríticas infectadas con promastigote o amastigote de 
Leishmania infantum. El histograma en negro corresponde a las células dendríticas 
qu
     
 
 
 
parásitos pasando a un estadio de maduración. Las células dendríticas maduras 
migran a los ganglios donde presentan antígenos a los linfocitos T.  
Decidimos estudiar la relación entre células dendríticas
ania infantum y células NKs autólogas. Como modelo, se utilizaron células 
dendríticas diferenciadas a partir de monocitos de sangre periférica (GM-CSF e IL-4) 
que fueron infectadas con las formas amastigote y promastigote de Leishmania 
infantum. Para comprobar que las Leishmanias fueron fagocitadas por las dendríticas 
inmaduras, los parásitos se marcaron con CFSE (Marcador fluorescente que se une a 
los grupos aminos presentes en la cubierta parasitaria) previo a la infección y se 
cultivaron con las células dendríticas durante 48 horas. Se analizó por citometría el 
porcentaje de células dendríticas infectadas, que eran aquellas fluorescentes 
(Figura 42). Se observó que la mayor parte de las dendríticas del cultivo se 
encontraban infectadas tanto por la forma amastigote como por la promastigote. La 
media de intensidad de fluorescencia fue mayor en el caso de infección con la forma 
amastigote posiblemente por la mayor eficiencia de infección de la forma 
amastigote en células dendríticas (Colmenares, M. et al., 2004).  
  
 
 
 
 
 
 
  
Figura 42.
e no han estado en contacto con el parásito. 
 
 
 
 
 61
 
  IV Resultados 
 62
3.2.- Estudio de marcadores de maduración en células 
Para comenzar con el estudio, se analizó la capacidad de L. infantum para 
madura
dríticas 
human
célu
l análisis estadístico de múltiples experimentos (Reflejado en la tabla 1) 
reveló 
CD1a         CD1d HLA-I        HLA-DR       CD86         CD80           CD40  
dendríticas infectadas con Leishmania infantum. 
 
r las células dendríticas inmaduras. Se estudió la expresión de marcadores de 
maduración en las células dendríticas 48 horas después de la infección. En trabajos 
publicados anteriormente existe cierta controversia en cuanto a si existe maduración 
o no en las células dendrítica infectadas, dependiendo tanto de la especie usada de 
Leishmania, como del origen de las células dendríticas. También se analizó el efecto 
de la infección de Leishmania sobre la expresión de moléculas CD1a y CD1d.  
Se realizó un estudio de marcadores de maduración en células den
as infectadas con las formas amastigote o promastigote de Leishmania 
infantum. Las células dendríticas de distintos donantes sanos fueron incluidas en el 
estudio, donde las moléculas analizadas fueron CD1a, HLA-I, HLA-DR, CD86, CD80 y 
CD40. Los marcadores expresados por las células dendríticas maduradas con LPS 
fueron usados como control de maduración (Figura 43). 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43.- Ejemplo representativo de la expresión de distintos marcadores en 
las dendríticas inmaduras (Control), infectadas con la forma amastigote (Amas), 
con promastigote (Promas) y en células dendríticas maduras (LPS) en un experimento 
representativo. 
 
E
que no existen diferencias significativas entre células dendríticas infectadas 
con Leishmania y células inmaduras. Además, observamos que las células dendríticas 
tratadas con LPS como se esperaba, incrementaron significativamente (ANOVA) la 
expresión de HLA de clase I, HLA-DR y CD86, con respecto al resto de tratamientos 
m
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(Tabla 4). También CD80 y CD40 fueron comparativamente diferentes en células 
dendríticas maduras, aunque el análisis de varianza de estos marcadores no se pudo 
realizar ya que no se estudiaron en un número suficiente de donantes. Nótese que en 
unos casos se estudió la intensidad media de fluorescencia (HLA-I, HLA-DR y CD40) y 
en el resto el porcentaje de expresión de la molécula en las células dendríticas. En el 
caso de las moléculas CD1, observamos que no existen variaciones en la expresión de 
moléculas CD1a en células dendríticas infectadas o maduradas con LPS. Por el 
contrario, observamos un incremento en el porcentaje de células positivas para CD1d. 
Este hecho fue especialmente llamativo porque CD1d fue el único marcador que 
incrementó su expresión en células dendríticas infectadas con L. infantum. (Tabla 4). 
 
           Tabla 4 
 
(n= 13), CD1d (n=15), HLA-I (n= 13), HLA-DR (n= 7), CD86 (n= 5), CD80 y CD40) en 
cé
Posteriormente realizamos estudios de cinética de expresión a 8, 24 y 48 
horas p
           
22,7% ±9,5
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
Tabla 4.- Se muestran la media ± DE de expresión de distintos marcadores (CD1a 
lulas dendríticas inmaduras (Control), con amastigote (Amas), con promastigote 
(Promas) y dendríticas maduras (LPS). Éstas últimas poseen diferencias con respecto 
al resto de células dendríticas en: MFI HLA-I (**, p= 0.0015); MFI HLA-DR (**, p= 0.008) 
y CD86 (***,p= 0.0001). Entre iDCs inmaduras (Control) (n= 15) y DCs infectadas 
existen diferencias en la expresión de CD1d: Amas (***, p=0.0001,n= 15) y Promas (**, 
p= 0.0011, n= 15). 
  
ara estudiar como se incrementaba la expresión CD1d en la superficie de las 
células dendriticas una vez infectadas con la forma amastigote o promastigote de 
Leishmania. Células dendríticas no infectadas fueron incluidas en el estudio cinético 
(Figura 44). El aumento de CD1d en infección con amastigote o promastigote fue 
paulatino hasta las 24 horas, alcanzándose el máximo al final del experimento: 48 
horas.  
           
54,93% ±21,9 ***
13,97% ±3,8
CD1d
44,13% ±20,5 **
195,31±87,99 **290,31±58,5 **84,61±7,7LPS
81,07±19,39
81,42±18,19
78,92 ±18,56
CD1a
150,54±59,43
164,04±56,17
132,71±45,6
MFI HLA-I
61,04±37,74
65,35±47,30
40,56±28,84
MFI HLA-DR
Promas
Amas
Control
249,3699,97%98,89%±1,18 ***LPS
109,480,73%45,62%±20Promas
119,6679,07%48,83%±11,75Amas
99,7566,57%30,43%±15,11Control
MFI CD40CD80CD86
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Figura 44.- L. infantum 
 
omo resumen de los resultados obtenidos podemos decir que las células 
dendrít
 regulación de trascripción de 
molécu
ataron células dendríticas inmaduras con RSG y/o 
 el aumento de expresión de CD1d fue 
 
 Cinética de expresión de CD1d en DCs infectadas con 
(Experimento representativo de tres realizados). 
 
C
icas inmaduras infectadas con L. infantum no pasaron a un estadio de 
maduración. No aumentó ninguno de los marcadores característicos de maduración, 
aunque si cabe destacar el aumento de CD1d en la superficie celular tras la infección 
tanto con la forma amastigote como promastigote. 
Hasta ahora poco se conoce acerca de la
las del sistema CD1. Recientemente se ha descrito como PPARγ (factor de 
transcripción de genes relacionados con la captura, acumulación y almacenamiento 
de lípidos) actúa en la inducción de CD1d y disminución de CD1a (Szatmari, I. et al., 
2004). Se estudió si este factor actuaba en la inducción que se observaba de CD1d 
en las células dendríticas infectadas por L. infantum, para ello utilizamos la 
Rosigliotazona (RSG), que es un agonista de PPARγ y la fenilbenzamida-GW9662 
antagonista de PPARγ. Se analizó la expresión de CD1d en células dendriticas 
inmaduras e infectadas L. infantum, con o sin antagonista añadido al mismo tiempo 
que el parásito (Figura 45).  
 Como control, se tr
antagonista durante 5 días. El antagonista funcionó correctamente e impidió que 
aumentara la expresión de CD1d por la presencia de RSG. La expresión de CD1d no 
varió cuando las células dendríticas infectadas fueron tratadas con el antagonista de 
PPARγ ni con el agonista RSG.  
 Atendiendo a los resultados obtenidos,
independiente del factor de transcripción PPARγ. 
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3.3.- Es te a 
células dendríticas inmaduras, maduras e infectadas con 
xpresaban los marcadores típicos de maduración, nos planteamos si serían lisadas 
  
 
 Figura 46.- Se muestran la media ± EEM del 
porcen aje de lisis (n=10). Diferencias significativas 
entre iDCs control ( ) y: con amastigote ( ) a E:T 
ratio 10:1 (***,
 
 Enlazando con los resultados anteriores en los que se observa un aumento de 
CD1d y teniendo en cuenta que he o que CD1d protege de la lisis frente a 
células NKs, decidimos comprobar esta hipótesis. Como control realizamos bloqueos 
por células NK. Para ello realizamos experimentos de citotoxicidad con células NKs 
enfrentadas a células dendríticas infectadas con Leishmania infantum, ya fuera con 
la forma amastigote o la promastigote. Se observó una inhibición en el porcentaje de 
lisis específico de células NK CD56
 
 
 
 
 
 
Figura 45.- Expresión de CD1d en dendríticas inmaduras, inmaduras con RSG e 
infectadas con Leishmania infantum 
 
tudio de la actividad citolítica de células NK fren
Leishmania infantum. 
 
 Teniendo en cuenta que las células dendríticas infectadas con L. infantum no 
e
+CD3- autólogas comparando las células dendríticas 
inmaduras con las infectadas. Las células dendríticas maduras fueron usadas como 
control de inhibición (Figura 46).  Diferentes ensayos de citotoxicidad  fueron 
realizados con células dianas y efectoras de distintos donantes, observándose  
diferencias estadísticamente significativas (ANOVA). Resultados similares fueron 
obtenidos con células NK heterólogas. 
 
              
 
t
 p= 0.0001), y 20:1 (***, p= 0.0001); con 
promastigote ( ) a E:T ratio 10:1 (***,p= 0.0003) y 20:1 
(***,p= 0.0007) y mDCs ( ) al E:T ratio 10:1 (***, 
p=0.0001) y E:T ratio 20:1 (**, p= 0.0016).                     
 
  
 
mos descrit
10 0 10 1 10 2 10 3 10 410 0 10 1 10 2 10 3 10 410 0 10 1 10 2 10 3 10 4
No tratamiento
Antagonista
RSG
RSG+Antagonista
Control                       Amastigote                   Promastigote
Intensidad de fluorescencia
N
º 
de
 c
él
ul
as
N
º 
de
 c
él
ul
as
 65
 
  IV Resultados 
 66
80
70
b
W6/32
a
60
CD1d42
50
40
30
20
10
0
Control   Amas   Promas
% 
Li
si
s
60
50
40
30
20
10
0
Control Amas Promas LPS
Control F(ab´)2
CD1d42 F(ab´)2
Control F(ab´)2
W6/32 F(ab´)2
% 
Li
si
s
con anticuerpos anti-HLA de clase I (F(ab´)2 del anticuerpo W6/32, ya que estas 
moléculas no aumentan en células infectadas (Figura 47b). Las células dendríticas 
diana  se incubaron con F(ab´)2 del anticuerpo CD1d42 (anti-CD1d humano) y con un 
F(ab´)2 control (anti-HLA-B48). En los ensayos de citotoxicidad frente a células NK 
CD56+CD3- autólogas, se observó un ligero aumento del porcentaje de lisis tras el 
bloqueo de CD1d, pero no alcanzó a los valores de lisis obtenidos con las células 
dendríticas inmaduras no infectadas (Figura 47a).  
          
           
 
 
 
Figura 47.- a) Bloqueos con CD1d42 y b) W6/32 F(ab´)2. Ensayos de citotoxicidad 
de células dendríticas inmaduras, infectadas con amastigote, con promastigote,  y 
maduradas con LPS, frente a células CD56+CD3- autólogas. E:T Ratio 10:1. 
Experimentos representativos de dos realizados en cada caso. Se muestra la media de 
la lisis ± EEM de los triplicados del ensayo citolítico. 
íticas 
infecta mente 
la expres andos de receptores activadores. La lisis de las células dendríticas 
inmadu
 
 
 
 
 
 
 
    
Otra explicación para la inhibición de la lisis observada en células dendr
das podría ser que las células dendríticas infectadas regularan negativa
ión de lig
ras se produce por activación del receptor activador NKp30 en las células NKs 
(Ferlazzo, G. et al., 2002). Por ello decidimos utilizar la proteína de fusión NKp30-Fc 
para analizar posibles cambios en la expresión de ligandos de este receptor en las 
células dendríticas. Las células dendríticas infectadas con L. infantum fueron 
marcadas con esta proteína de fusión en análisis de citometría (Figura 48). No se 
observaron cambios en la unión de NKp30-Fc a su ligando en las células dendríticas 
inmaduras, comparando con células dendríticas infectadas con amastigote o 
promastigote. Por tanto esto no explicaría la falta de actividad lítica de las células 
NK CD56+CD3- frente a las células infectadas.   
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las HLA de clase I. Aunque no se produjo aumento de moléculas HLA de clase I 
en las células dendríticas infectadas, pudiera ser que aumentara la expresión de HLA-
E en superficie por otros motivos. Nuestros estudios de expresión de HLA-E 
demostraron que, sorprendentemente, sí se produjo un aumento en la expresión de 
HLA-E de las células dendríticas infectadas con Leishmania infantum, tanto con la 
forma amastigote como con la promastigote (Figura 49). Como control positivo de 
aumento de expresión de HLA-E se utilizaron células dendríticas maduras (Tratadas 
con LPS). Los valores de expresión de HLA-E no fueron tan altos en células 
dendríticas infectadas como en el caso de dendríticas maduras, pero sí fueron 
significativamente mayores que los expresados en células inmaduras (ANOVA). 
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la hipótesis anterior decidimos estudiar el efecto de otro ligando 
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Figura 49.- Expresión de HLA-E. a) Histograma representativo. b) Se representa 
± EEM del porcentaje de expresión de HLA-E y la dispersión de los valores 
tenidos. Hay diferencias significativas al comparar células dendríticas solas (Control) 
: con Amastigote (Amas) (**, p=0.001, n= 5); con  promastigote (Promas) 
, p= 0. LPS (***, p=0.0001, n=4). 
 fecto 
de la e s, se 
bloqueó la unión de HLA-E con su receptor CD94/NKG2A en la célula efectora. El 
 
 
 
  
Figura 48.- Marcaje de NKp30-Fc en las células dendríti
 amastigote y con promastigote.  
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Teniendo en cuenta estos resultados, el siguiente paso fue analizar el e
xpresión de HLA-E en la inhibición de la lisis. Como en los casos anteriore
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fragmento F(ab´)2 del anticuerpo específico para HLA-E (3D12), fue usado para 
incubar las células dendríticas. El F(ab´)2 (anti-HLA-B48) fue usado como control 
(Figura 50). Los resultados mostraron una reversión de la inhibición con diferencias 
significativas (ANOVA) al comparar los porcentajes de lisis con células dendríticas 
bloqueadas con 3D12 y las incubadas con F(ab´)2 control. A diferencia de los casos 
anteriores (HLA de clase I y CD1d) se alcanzaron en algunos ratios los valores 
obtenidos con las células dendríticas inmaduras. Las células dendríticas maduras 
fueron usadas como control, ya que en su inhibición actúa el reconocimiento entre 
CD94/NKG2A en la célula NK y el HLA-E que expresaban las dianas. En las células 
dendríticas inmaduras no infectadas no se observaron cambios al incubarlas con 
anticuerpo anti-HLA-E o con el control. 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
2 
 y 20:1 
 
 mbién 
ue blo ífico (HP3D9). Las células efectoras fueron 
cubadas con dicho anticuerpo, para después enfrentarlas en un ensayo citolítico 
infantum o cultivadas con LPS, a pesar de la expresión de HLA-E. El porcentaje de 
Figura 50.- Se representa la media ± EEM del porcentaje de lisis con F(ab´)
3D12 (   ) y control (n=3) (  ). Con amastigote E:T ratio 10:1 (*, p=0.045)
(*,p=0.023); con promastigote E:T 20:1 (*, p= 0.028) y dendríticas maduras LPS, E:T 
10:1 (*, p=0.03) y E:T 20:1 (*,p=0.011).  
Control         Amastigote    Promastigote        LPS
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El receptor específico de HLA-E en las células NK es CD94/NKG2A y ta
queado con un anticuerpo especf
in
con las células dendríticas. La población de células NK con expresión mayoritaria de 
este receptor inhibidor fueron bloqueadas. Sólo la señal de receptores activadores 
fue mantenida en esta población de células NK y aumentó la actividad citolítica de 
modo significativo (ANOVA) frente a células dendríticas infectadas con Leishmania 
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lisis llegó a niveles comparables a los obtenidos con las células dendríticas inmaduras. 
Las dendríticas maduras fueron usadas como control (Figura 51).   
 A modo de conclusión podemos decir que las células dendríticas infectadas 
con L. infantum aumentaron la expresión de HLA-E, esta molécula protegió a estas 
células de la lisis por NKs interaccionando con el receptor inhibidor CD94/NKG2A.  
 
 
 
% 
Li
si
s
 
 
 
 
         
Figura 51- Se representa la media del porcentaje de lisis ± SEM con HP3D9 y 
anticuerpo control (n=3), E:T Ratio 10:1. Hay diferencias significativas (ANOVA). Con 
Amastigote (*, p=0.049); con promastigote (*, p= 0.012) y LPS (**, p=0.007). 
 
 
 
 
 
4.-ESTUDIO DE LA RESPUESTA DE CÉLULAS iNKT FRENTE 
A CÉLULAS DENDRÍTICAS INFECTADAS CON L. infantum.     
.1.- Estudio de células iNKT frente a la expresión de CD1d en 
 
En los experimentos precedentes se demostró que las células 
lulas NKTfrente a células dendríticas infectadas.  
 
4
células dendríticas inmaduras infectadas con Leishmania
infantum. 
 
 
dendríticas infectadas con Leishmania infantum aumentaban la expresión de CD1d 
en su superficie, por lo tanto se hizo necesario estudiar cómo se comportaban las 
cé
Decidimos realizar estudios de actividad citolítica y de producción de 
citocinas de células NKT autólogas Vα24+ Vβ11+ (iNKT): 
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4.1.1.-Actividad citolítica. 
 
Las células iNKT autólogas después de dos semanas en
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 expansión con α-
GalCer fueron seleccionadas con anticuerpos anti-Vα24 y Vβ11 para separarlas del 
resto de o. En los ensayos de citotoxicidad las 
células iN ndríticas inmaduras, donde la expresión 
de CD1
 
Figura 52.- Media del porcentaje de lisis ± EEM (n=6). Existen diferencias 
gnificativas al comparar las células dendríticas no infectadas con células: infectadas 
n promastigote E:T 15:1 (*,p= 0.02) y cultivadas con α-GalCer a E:T Ratio 7.5:1 
013). 
  
 
Rec geno 
present a del 
s células dendríticas infectadas por L. infantum a 
s células iNKT decidimos aprovechar una característica específica de iGb3. Este 
 PBMCs aún presentes en el cultiv
KT se enfrentaron a las células de
d era aproximadamente igual al 20%. Además se utilizaron como células diana 
células dendríticas infectadas con la forma amastigote y promastigote de Leishmania 
infantum, donde la expresión de CD1d aumentaba hasta 40% de media, 
aproximadamente. La α-GalCer ligando conocido de CD1d y potente activador de la 
actividad citolítica de células NKT fue utilizado como indicador de lisis máxima. 
Nuestros resultados indicaron un aumento estadísticamente significativo (ANOVA)  de 
la actividad lítica cuando las células diana fueron las dendríticas infectadas con 
Leishmania, al comparar células dendríticas inmaduras con células infectadas con la 
forma promastigote. Las células dendríticas infectadas con amastigote aún 
mostrando un mayor porcentaje de lisis no mostró diferencias estadísticamente 
significativas. De modo general sí podemos decir que las células iNKT autólogas 
mataron más eficientemente las células infectadas con L. infantum (Figura 52). 
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co
(**,p= 0.003) y 15:1 (*,p= 0.
ientemente se ha identificado el glicolípido iGb3 como ligando endó
ado por CD1d y reconocido por células NKT. Para analizar la naturalez
 presentado por CD1d en laligando
la
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Figura 53.- Media del porcentaje de lisis ± EEM (n=3). Hay diferencias 
significativas (ANOVA) al comparar las células dendríticas con las bloqueadas con IB4. 
Amastigote E:T Ratio 10:1 (*, p= 0.029). 
Las células dendríticas infectadas con L. infantum fueron lisadas mas 
eficazm  lisis 
fue blo células infectadas con IB4. 
 
ido pose un enlace terminal α1-3 entre dos galactosas. La lectina  IB4 se une 
específicamente a dicho enlace, de modo que bloquea el reconocimiento de NKTs al 
iGb3 (Zhou, D. et al., 2004).  El hecho de que se observara un aumento de CD1d, 
planteaba la posibilidad  de que uniera otro glicolípido abundante después de la 
infección.  
 Las células dendríticas inmaduras e infectadas con Leishmania fueron 
incubadas con IB4 previo al ensayo de citotoxicidad con las células autólogas iNKT. 
α-GalCer, no posee el enlace Galα1-3Gal en su extremo, de modo que la utilizamos 
de control 
bloqueada con la lectina IB4 en todos los casos excepto con α-GalCer. El bloqueo fue 
estadísticamente significativo con las células dendríticas infectadas con amastigote 
(ANOVA)(Figura 53).  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
ente que aquellas no infectadas por las células iNKT. El porcentaje de
queado tras el tratamiento de las 
4.1.2.-Producción citocinas.  
 
Las células NKT son capaces de sintetizar importantes cantidades de citocinas, 
especialmente IFN-γ e IL-4 por lo que decidimos estudiar su producción. Células iNKT 
autólogas fueron cultivadas durante 8 horas con células dendríticas, midiéndose 
posteriormente el porcentaje de iNKT productoras de citocinas. Las células 
dendríticas usadas fueron, dendríticas inmaduras e infectadas con amastigote y 
 71
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tigote de Leishmania infantum.  Se tuvo en cuenta la producción basal de 
citocinas de las células iNKT que no estuvieron en contacto con células dendríticas. 
Las células dendríticas cultivadas durante toda la noche con α-GalCer y co-cultivadas 
con  iNKT, fueron usadas como indicador máximo en la producción de estas citocinas. 
Se observó un aumento en la producción de IFN-γ cuando las células dendríticas 
habían estado en contacto con Leishmania infantum comparando con las células no 
infectadas (control), aunque los valores fueron bastante inferiores a los obtenidos 
cuando CD1d presenta α-GalCer. La producción de IL-4 fue muy similar en todos los 
casos. (Figura 54a). Al igual que con la actividad citolítica, estudiamos como se 
comportaban las células iNKT al bloquear el ligando que presenta CD1d con IB4. Se 
observó una disminución del porcentaje de células iNKT productoras de IFN-γ, única 
citocina estudiada en el bloqueo. Las células dendríticas incubadas con α-GalCer, no 
disminuyeron su capacidad de estimular a las células iNKT para producir IFN-γ tras el 
tratamiento con IB4 (Figura 54b).  
 
 
 
 
 
promas
 
 
Figura 54.- Porcentaje de células iNKT productoras en los diferentes 
atamientos: producción basal (NKT), dendríticas no infectadas (control), infectadas 
astigote, promastigote o cultivadas con α-GalCer. a) de IFN-γ e IL-4, b) de IFN-
 tras bloqueo con IB4 en la producción de IFN-γ. Experimentos representativos de tres 
alizados.  
 
 
Las células dendríticas infectadas estimularon las células iNKT en la 
produc lación 
de las vidad 
citolític a habíamos visto anteriormente. En ambos casos la estimulación 
quedó bloq eada tras el tratamiento con IB4, lectina que se une específicamente al 
enlace
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ción de IFN-γ, más eficazmente que las no infectadas. La mayor estimu
células iNKT se produjo tanto a nivel de producción de IFN-γ y de acti
a, omo yc
u
 terminal α1-3 entre dos galactosas, característico del ligando endógeno de 
CD1d, iGb3. 
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Figura 55.-  Diferencias en el porcentaje de expresión de CD1d entre células 
icas inmaduras (Control) (n=15) y: dendríticas con extracto antigénico de 
, p=0.0046), extracto de promastigote (LAp) (n=3) 
5) y LPG (n=5) (***,p=0.0004). Se representa la media del porcentaje de 
4.2.- Estudio de células iNKT frente a células dendríticas 
cultivadas con extractos antigénicos de Leishmania infantum o 
con LPG d
 
Hemos visto que las células dendríticas aumentaron la expresión de CD1d en 
la superficie celular después de la infección con Leishmania infantum. Existía la 
osibilidad de que presentaran glicolípidos antp
Leishmanias es rica en glicolípidos (GIPLs). El antigeno mas conocido es el 
Lipofosfoglicano (LPG), abundante en la forma promastigote y casi ausente en 
amastigote de L. infantum. LPG, es un glicolípido que se ha descrito como posible 
candidato para ser presentado por CD1d (Amprey, J.L. et al., 2004) 
Se analizó el efecto que podía tener el cultivo de células dendríticas con 
extractos antigénicos de amastigote o promastigote de Leishmania infantum. EL LPG 
purificado  de L. donovani, también fue incluido en nuestros estudios.  
Al igual que con los parásitos, se estudió la expresión de CD1d en superficie. 
Las células dendríticas inmaduras, procedentes de monocitos de PBMCs expandidos 
durante 5 días con GM-CSF e IL-4 fueron cultivadas con extractos antigénicos y L
os al cultivo. Después de 48 horas, se midió la expresión de CD1d en la 
superficie celular. CD1d aumentó en las células dendríticas tratadas con estos 
antígenos, existiendo diferencias significativas (ANOVA) al comparar con células 
dendríticas sin tratamiento (Figura 55). Los niveles de expresión fueron comparables 
a los alcanzados tras la infección con las formas amastigote y promastigote de L. 
infantum (Figura 43).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
dendrít
amastigote (LAa) (n=3) (**
(*,p=0.01
expresión ± EEM. 
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 d del 
LPG, c o del CD1d ratón (Amprey, J.L. et al., 2004). Con el fin de 
o antigénico. 
o de células dendríticas infectadas L. infantum también se 
estudió la actividad citolítica y producción de citocinas en células iNKT autólogas 
puesta
idad citolítica
Estos resultados obtenidos podrían explicarse por la presentación de CD1
omo en el cas
comprobar si el LPG se une a CD1d humano realizamos ensayos de unión y 
desplazamiento in vitro con α-GalCer y LPG, utilizando dimeros de CD1d:Ig. Los 
dímeros se unieron en un primer paso a α-GalCer o a LPG. Para comprobar la 
eficacia de la unión se realizaron ensayos de citometría de flujo con los dímeros 
CD1d:Ig y las células iNKT seleccionadas previamente. Los dímero unidos a LPG no 
tiñeron las células iNKT. Posteriormente los dímeros que en un principio habían 
estado en contacto con uno de los antígenos, se pusieron con el contrario, LPG o α-
GalCer, respectivamente. Al añadir α-GalCer a los dímeros ya tratados con LPG (en 
una concentración tres veces superior de ceramida) hubo un desplazamiento del 
ligando unido y las células iNKT se marcaron. En el caso contrario, fue necesario una 
concentración diez veces superior de LPG para que se produjera el desplazamiento 
de la ceramida. Las iNKTs perdieron así su unión al dímero (Figura 56). Estos 
resultados sugieren que el LPG de L. donovani puede unirse al CD1d humano, aunque 
con menor afinidad que α-GalCer.  
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igura 56.- Marcaje de iNKTs con dimero unido a antígeno glicolipídico. Estudio de 
desplaza
 
Como en el cas
s en contacto con células dendríticas cultivadas con extractos antigénicos y 
con LPG purificado: 
 
4.2.1.- Activ  
  lulas iNKT autólogas enfrentadas a células 
dendríticas cultivadas con extractos antigénicos de Leishmania infantum, mostraron 
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un aumento del porcentaje de lisis comparado con las dendríticas sin tratamiento 
(Figura 57).  
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Figura 57.-  Actividad citolítica de 
células iNKT autólogas frente a 
dendríticas inmaduras (control) o 
cultivadas con extractos antigénicos de 
amastigote (LAa) y promastigote (LAp). 
Ensayo representativo de dos realizados. 
 
  
 
 
 
El Lipofosfoglicano (LPG) purificado de Leishmania donovani, fue cultivado 
con células dendríticas y se hicieron estudios para ver como se comportaba con 
respecto a la actividad citolítica de células iNKT autólogas. La posibilidad de que 
CD1d presentara LPG y no iGb3, hizo necesario medir la lisis con bloqueo de la 
lectina IB4 (Figura 58). Los porcentajes de lisis mostraron un aumento de la 
actividad lítica de células NKT enfrentadas a dendríticas cultivadas con LPG. Esta 
lisis fue revertida al bloquear con la lectina, existiendo diferencias estadísticamente 
significativas (ANOVA), entre células cultivadas con y sin LPG, y entre éstas últimas y 
las bloqueadas con lectina IB4.                   
0
10
20
30
40
50
60
70
1 2
70
50
20
E:T Ratio        7,5:1           15:1
% 
Li
si
s
Control
LPG
LPG+IB4
% 
Li
si
s
 
 
 
 
 
 
Figura 58.-  Porcentaje de lisis de 
células iNKT (n=3). Existen diferencias 
significativas entre células control y 
cultivadas con LPG: E:T Ratio 7.5:1 (*,p= 
0.034) y E:T 15:1 (*,p= 0.03). Y entre las 
dendríticas cultivadas con LPG sin bloqueo y 
bloqueadas con IB4: E:T Ratio 7,5:1 (**, 
p=0.0019) y 15:1 (*,p= 0.013). 
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4.2.2.- Producción de citocinas 
 
 Se midió la producción de citocinas de células iNKT autólogas estimuladas con 
células dendríticas cultivadas previamente con extractos antigénicos o con LPG. La 
producción de IFN-γ e IL-4 fue analizada en todos los tratamientos además de la 
producción basal de citocinas de células iNKT sin estar en contacto con dendríticas y 
las que habían estado co-cultivadas con células dendríticas sin tratamiento (control) 
(Figura 59a). Con LPG la producción de IFN-γ fue además estudiada con bloqueo de 
IB4 (Figura 59b). Los resultados fueron similares a los obtenidos cuando 
infectábamos las dendríticas con parásitos vivos. Se observó un aumento de células 
iNKT productoras de IFN-γ cuando se cultivaron con las células dendríticas tratadas 
con extractos antigénicos siendo más llamativo el aumento cuando las células 
dendríticas estuvieron cultivadas con extractos de promastigote o con LPG. El efecto 
del bloqueo con IB4 fue estudiado en células dendríticas tratadas con LPG 
obteniéndose una disminución de las iNKTs productoras. En la producción de IL-4 las 
mayores diferencias se observaron al comparar las células dendríticas cultivadas con 
extractos de promastigote con las dendríticas inmaduras sin tratamiento.   
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Figura 59.- Células iNKT productoras de IFN-γ e IL-4, frente a células dendríticas cultivadas 
con a) extractos antigénicos o b) LPG. Bloqueo con IB4 de producción de IFN-γ en dendríticas cultivadas 
con LPG. Experimento representativo de tres realizados. 
 
El tratamiento de células dendríticas con extractos antigénicos de L. 
infantum y con LPG de L. donovani, al igual que el tratamiento con parásitos vivos, 
produjo un aumento de CD1d en la superficie celular que conllevó una mayor 
sensibilidad de las células tratadas a la lisis de células iNKT y una mayor capacidad 
para estimular a éstas en la producción de IFN-γ.  
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1.-ACTIVIDAD CITOLÍTICA DE CÉLULAS NK FRENTE A 
CÉLULAS DIANA CON EXPRESIÓN DE CD1d. 
 
Las moléculas MHC de clase I poseen una importante función en la inmunidad 
adaptativa,  ya que son capaces de presentar antígenos a linfocitos T específicos para 
comenzar la respuesta inmune. Las células NK, que  forman parte de la inmunidad 
innata, inhiben su actividad citolítica al reconocer las moléculas MHC de clase I. El 
sistema CD1 se encuentra dentro de las moléculas MHC de clase Id y al igual que las 
moléculas MHC de clase I, pueden presentar antígenos a linfocitos T y pueden ser 
reconocidas por células NK. CD1a, -b y –c inhiben la lisis de células NK humanas 
(Carbone, E. et al., 2000), CD1d de ratón también inhibe la actividad de células NKs 
murinas (Chang, C.S. et al., 1999).  
 
      1.1.-Estudio de la actividad citolítica de células humanas NK 
frente a la sobreexpresión de CD1d en células diana. 
 
 Decidimos estudiar si las moléculas CD1d son capaces de inhibir las células NK 
humanas. Para ello utilizamos un modelo en el que las líneas celulares L721.221 y 
C1R, deficientes de HLA de clase I, fueron utilizadas como diana. Estas líneas fueron 
transfectadas con CD1d y se seleccionaron líneas con altos niveles de expresión de la 
proteína.  
Nuestros resultados indicaron que las células NKs enfrentadas a células diana 
con sobreexpresión de CD1d (L721.221 y C1R) inhibieron su actividad citolítica 
comparando con los porcentajes de lisis obtenidos con las líneas diana control. El 
fenómeno observado fue reproducible usando cualquiera de las dos líneas celulares 
diana transfectadas. La inhibición obtenida frente a la expresión de CD1d, al utilizar 
PBMCs frescas de donantes sanos, fue comparable a la obtenida con líneas diana que 
sobreexpresaban HLA-B48 en su superficie. Las diferencias entre los porcentajes de 
lisis se hizo mas significativa al utilizar células efectoras cultivadas con IL-2, ya 
fueran PBMCs o células NKs seleccionadas CD56+CD3-. De algún modo las células NKs 
cultivadas con IL-2 fueron más sensibles a la inhibición por CD1d. En trabajos previos 
(Chang, C.S. et al., 1999), se puso de manifiesto la necesidad de cultivar las células 
efectoras con IL-2 antes de su uso en ensayos de citotoxicidad para que se inhibieran 
frente a CD1d de ratón (Chang, C.S. et al., 1999). Posteriormente, el mismo grupo 
describió que sólo las células NKs de ratón cultivadas con IL-2 eran capaces de 
reconocer CD1d de ratón unido a microesferas, sugiriendo que la activación de 
células NKs con IL-2 era necesaria para permitir el crecimiento de un población NK 
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minoritaria con receptores para CD1d de ratón o para aumentar la expresión de novo 
de dichos receptores en toda la población (Huang, M.M. et al., 2004).  
 Los estudios con otras células efectoras, como la línea celular policlonal NKL  
y linfocitos T inmortalizados con Herpesvirus saimiri (HVS), corroboraron los 
resultados obtenidos con células NKs de donantes sanos e inhibieron su actividad 
citolítica en ensayos de citotoxicidad frente a las líneas celulares dianas 
transfectadas con CD1d. No todos los linfocitos T inmortalizadas con HVS poseen 
actividad citolítica NK frente a la línea celular deficiente de HLA de clase I K562, 
diana en la que primeramente se describió este efecto (Biesinger, B. et al., 1992). 
Tampoco todas las líneas HVS fueron capaces de lisar las líneas celulares diana 
control utilizadas (L721.221 y C1R). Además de entre aquellas líneas que si poseían 
esta capacidad, no todas se inhibieron de la misma manera al reconocer las líneas 
con sobreexpresión de CD1d. La línea HVS-CTO fue de entre todas las estudiadas la 
que mayor porcentaje de inhibición presentó frente a la expresión de CD1d.  
 Cabe destacar que los porcentajes de lisis con la línea celular diana C1R 
fueron menores a los obtenidos con la otra línea diana utilizada, L721.221. La línea 
C1R expresa una pequeña cantidad de HLA-B35 y cantidades normales de HLA-Cw4 
(Zemmour, J. et al., 1992), que puede inducir la expresión de HLA-E en la superficie 
celular. Aún así la alta expresión de CD1d en estas células transfectadas nos permitió 
encontrar diferencias en el porcentaje de lisis entre las células control y las 
transfectadas con CD1d. 
  La inhibición de la actividad citolítica NK frente a células que  sobreexpresan 
CD1d podría haberse debido a un aumento en superficie de HLA-E unido al péptido 
líder de CD1d y a su reconocimiento por el receptor inhibidor NK CD94/NKG2A en las 
células efectoras. Las líneas celulares diana utilizadas tienen defectos en la 
expresión de moléculas HLA de clase Ia, pero la expresión de HLA-E no se encuentra 
alterada, tan solo no se expresa en superficie por ausencia de péptidos líderes. La 
secuencia peptídica que puede presentar HLA-E y que reconoce eficazmente el 
receptor inhibidor CD94/NKG2A (Vales-Gomez, M. et al., 1999) no se encuentra en el 
péptido líder de CD1d humano (Porcelli, S.A., 1995), como se observa en la tabla 5. 
 
 
Péptido líder CD1d humano                                          
 
  MGCLLFLLLWALLQAWGS 
 
 
Péptido líder de HLA-G (Secuencia de unión a HLA-E)    
 
 
VMAPRTLFL 
 
Tabla 5.- Secuencias de los péptidos líderes de CD1d y de HLA-G. El péptido líder de 
HLA-G es reconocido por el receptor inhibidor CD94/NKG2A. Cambios en las posiciones 
P2, P3 y P7 (subrayados) alteran indirectamente la unión y cambios en P6 y P8 (negrita) 
afectan directamente la unión.   
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De modo que la única explicación a la inhibición de la actividad NK observada 
fue por el reconocimiento de CD1d. Así lo confirmaron los resultados obtenidos de 
bloqueo con anticuerpos monoclonales. El F(ab´)2 del anticuerpo específico para 
CD1d (CD1d42) pudo revertir la inhibición inicialmente observada, llegando en 
algunos casos a los porcentajes de lisis obtenidos con las líneas celulares control.  
En los ensayos de citotoxicidad fueron utilizados distintos tipos de células 
efectoras; células NK CD56+CD3- procedentes de donantes sanos y líneas celulares con 
actividad NK, como la NKL y los linfocitos T inmortalizados con HVS. Todos ellos 
inhibieron su actividad citolítica al reconocer CD1d en la superficie celular. CD1d es 
una molécula no polimórfica que debe ser reconocida por un receptor inhibidor 
conservado expresado en células NK y algunas células T. Los receptores inhibidores 
tipo inmunoglobulina y tipo lectina C se pueden expresar en ambos tipos celulares, 
de modo que podría tratarse de cualquiera de ellos. No se observaron diferencias en 
los porcentajes de inhibición al utilizar células NK CD56+CD3- de distintos donantes, 
lo que nos muestra que no existe mucha diferencia en la expresión celular de este 
receptor en los donantes tras un cultivo de varios días con IL-2.  
Recientemente se ha publicado un trabajo en el que se describe la unión in 
vitro de un receptor tipo inmunoglobulina y la molécula CD1d1 de ratón. CD160 se 
expresa en células NKs, NKTs y células T CD8+, posee una función reguladora en la 
producción de citocinas de éstas células, aunque se desconoce su papel en la 
actividad citolítica NK (Maeda, M. et al., 2005). 
 
1.2.-Efecto de α y β-GalCer presentado por CD1d. 
 
Las moléculas CD1 presentan antígenos endógenos o exógenos de naturaleza 
lipídica y podrían tener un papel en la inmunidad innata como indicadores de 
infección en la respuesta mediada por células NKs. La única diferencia radicaría en 
que, en lugar de presentar péptidos como hacen las moléculas MHC de clase I, 
presentarían, entre otros, glicolípidos de origen bacteriano, que las moléculas MHC 
de clase I les es imposible unir. 
En los trabajos de Carbone, E. et al., 2000, estudiaron el efecto de la 
presentación de antígenos lipídicos por moléculas del sistema CD1 sobre la actividad 
de células NK. En estos estudios, se observó que las células transfectadas con CD1b 
mostraron una mayor protección frente a la actividad citolítica NK cuando tenían 
unido ácido micólico de Mycobacterium tuberculosis. Esto podría implicar un 
mecanismo de evasión de la respuesta inmune, ya que la unión del antígeno 
bacteriano favoreció el reconocimiento del ligando inhibidor NK en la célula efectora. 
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CD1d es capaz de presentar distintos tipos de glicolípidos gracias a su 
profunda hendidura hidrofóbica de unión antigénica. α-GalCer es el antígeno 
sintético más conocido, por esta razón decidimos estudiar el efecto de esta ceramida 
presentada por CD1d en nuestros ensayos de citotoxicidad. También estudiamos el 
efecto de β-GalCer que tan solo se diferencia de α-GalCer en la unión del azúcar a la 
ceramida y comprobar si afectaba ese cambio en el reconocimiento por el receptor 
inhibidor NK. El estudio de antígenos específicos de CD1d nos permitió abordar de 
otro modo la especificidad de la inhibición producida por CD1d.   
Las células diana con α-GalCer unida a CD1d y enfrentadas a células con 
actividad NK CD56+CD3- fueron lisadas más eficientemente que cuando no estaban 
unidas a esta ceramida. Sorprendentemente, el vehículo (Polisorbato-20) en que 
estaba disuelta la ceramida causó el mismo efecto sobre la actividad NK haciendo 
imposible discernir cual era el causante de la eliminación de la protección. El 
Polisorbato-20 (P-20) o Tween-20 es un detergente que permite a la ceramida 
disolverse. Al tratarse de un detergente podría producir cambios en la estructura 
lipídica de la membrana celular haciéndola mas sensible a la lisis y esto explicaría el 
fenómeno que observábamos, aunque dado que las células diana HLA-B48.221 y 
CD1a.221 tratadas con P-20 o α-GalCer mantuvieron la inhibición frente a la 
actividad lítica NK, no nos hizo pensar que el tratamiento con detergente aumentara 
la sensibilidad a la lisis de las células diana, de modo que dicha hipótesis fue 
descartada. También podría ocurrir que el P-20 alterara de algún modo el ligando 
endógeno que presenta CD1d, que es de naturaleza lipídica. Esta modificación 
influiría en el reconocimiento entre el receptor inhibidor y el CD1d de la célula diana. 
Con el fin de aclarar este punto, decidimos utilizar α-GalCer disuelta en otro 
solvente orgánico, en este caso DMSO. Obtuvimos resultados que claramente 
diferenciaban el efecto causado por la ceramida del efecto del tratamiento control 
con DMSO. La ceramida unida a CD1d eliminó la protección que la expresión de esta 
molécula ofrecía al presentar antígenos de naturaleza endógena.  
Además, β-GalCer causó el mismo efecto sobre la actividad citolítica NK, 
tanto la ceramida extraída de extractos de cerebro bovino como la sintética, β-
GalCer C12. Las ceramidas estaban disueltas en DMSO, que no produjo ningún efecto 
al ser cultivado con las células dianas. En estos experimentos se usaron como control 
otras células dianas transfectadas con moléculas que inhiben la actividad citolítica 
NK, como son CD1a y HLA-B48 que fueron cultivadas con ambas ceramidas (en 
experimentos independientes) y no se observaron cambios en sus porcentajes de 
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inhibición al comparar con las células sin tratamiento o cultivadas con DMSO. Por lo 
que el efecto de α y β-GalCer es específico de CD1d. 
Es de destaca que el cultivo con estas ceramidas no modificó los niveles de 
expresión en superficie de CD1d en las células transfectadas. Además se estudió si el 
mismo efecto de reversión de la inhibición podía ser causado por otro glicolípido 
presentado por CD1 en las células diana. El cultivo con ácido micólico no produjo 
cambios en el porcentaje de inhibición de las células efectoras. Teniendo en cuenta 
estos resultados, podemos concluir que el aumento de lisis de las células diana 
CD1d.221 tratadas con α o β-GalCer que observamos, no fue causado por el efecto de 
las ceramidas sobre las células diana, siendo además específico ya que otros 
glicolípidos como el ácido micólico no tuvieron efecto. Por lo tanto, parece lógico 
pensar que las diferencias en porcentaje de lisis fueron causadas por cambios en el 
reconocimiento entre la célula efectora y el CD1d de la diana. 
La interpretación más lógica de los resultados obtenidos es que tanto α-
GalCer como β-GalCer se unen a CD1d y podrían desplazar al ligando endógeno de 
CD1d, que sería importante para la correcta interacción con el receptor inhibidor de 
la célula NK. Esto implica que la estructura del ligando, y no solo la simple expresión 
de CD1d, sería importante para su correcto reconocimiento por al célula efectora 
(Figura 60). Los resultados obtenidos con el vehículo, P-20, también apoyarían esta 
hipótesis. El P-20 es un detergente no-iónico con región hidrofílica y cadena acilo, 
capaz de romper la interacción entre lípidos o entre éstos y proteínas. El DMSO, 
carece de esta capacidad y no actúa directamente sobre el lípido, interacciona con 
átomos de hidrógenos de las moléculas de agua, aumentado la polaridad y solubilidad 
de lípidos en solución.   
Siguiendo en la línea de intentar confirmar la importancia del ligando que 
presenta CD1d, las células efectoras fueron marcadas con tetrámeros de CD1d unidos 
a α-GalCer, no observándose tinción celular. Estos resultados son similares a los 
descritos en ratón por Ortaldo, J.R. et al., 2004, en los que incluyen además estudios 
con tetrámeros de CD1d cargados con β-GalCer, que tampoco se unen a células NK. 
La falta de unión podría deberse a una baja expresión del receptor inhibidor con 
escasa afinidad además por su ligando, aunque otros receptores inhibidores NK si son 
capaces de unirse a tetrámeros de sus ligandos, descrito en trabajos anteriores 
((Vance, R.E. et al., 1998);(Hanke, T. et al., 1999)). En los estudios con CD1d de 
ratón, se pudo comprobar la existencia de una población de NKs que reconocía CD1d 
cargado con α-GalCer y unidos a microesferas del mismo tamaño que una célula, 
pero no se unían a CD1d en forma de tetrámeros. Los autores del trabajo interpretan 
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esto en términos de afinidad y avidez. Esto es, la unión del receptor a CD1d tendría 
muy baja afinidad, y sólo sería detectable en situaciones de alta avidez (una célula o 
una esfera del tamaño de una célula) (Huang, M.M. et al., 2004). Fusionando estos 
resultados y los nuestros, nos llevaría a pensar en la existencia de un receptor en la 
célula NK capaz de reconocer CD1d unido a la ceramida que no produce inhibición de 
la actividad citolítica, tal como observamos en nuestros resultados y que por falta de 
avidez no lo detectamos con el tetrámero de CD1d unido α-GalCer, y otro receptor 
que reconoce CD1d unido a ligando endógeno que produce inhibición de la actividad 
lítica de la célula efectora.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 60.-Dibujo representativo del reconocimiento de CD1d y su ligando por 
células NKs. CD1d  unido a α o β-GalCer no es reconocido por el receptor inhibidor y 
no señaliza, no así el CD1d unido a ligando endógeno cuya señalización bloquea la 
señal del receptor activador. 
 
El significado fisiológico de estos hallazgos no esta claro. Por una parte no hay 
que olvidar que el modelo in vitro utilizado es un sistema artificial en el que se 
observa el efecto de la expresión de CD1d en células que carecen totalmente o casi 
totalmente de HLA de clase I. Además la expresión de CD1d de nuestros 
transfectantes es mucho más alta de lo que se espera encontrar in vivo.  
Decidimos investigar las posibles implicaciones del aumento o disminución de 
CD1 en un modelo de infección por Leishmania. 
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2.-CÉLULAS DENDRÍTICAS HUMANAS INFECTADAS POR 
AMASTIGOTE Y PROMASTIGOTE DE Leishmania infantum. 
 
Las células dendríticas son las únicas capaces de presentar antígenos a 
linfocitos T vírgenes, lo que les confiere un importante papel en la presentación 
antigénica. Esta función la pueden realizar, entre otros motivos, gracias a la 
expresión de moléculas MHC de clase I y II, también presentan moléculas del sistema 
CD1, tanto del grupo I como del grupo II. La expresión de moléculas del sistema CD1 
del grupo I disminuye tras la infección de células dendríticas por el parásito 
intracelular Leishmania donovani, según se publicó recientemente (Amprey, J.L. et 
al., 2004). Por otro lado es bien conocida la interrelación que existe entre células 
dendríticas y células NK, pudiendo éstas últimas lisar las células dendríticas 
inmaduras. Los parásitos del género Leishmania tienden a evitar la maduración de la 
célula infectada para el mejor establecimiento de la infección (Brandonisio, O. et al., 
2004). Todos estos argumentos nos llevaron a estudiar el papel fisiológico de CD1d 
expresado en las células dendríticas infectadas por Leishmania y su  relación con la 
actividad citolítica de células NK. Para ello decidimos utilizar un modelo de infección 
in vitro, en el que las células dendríticas derivadas de monocitos fueron infectadas 
con L. infantum. 
Las células dendríticas derivadas de monocitos de sangre periférica expresan 
DC-SIGN en su superficie y fueron eficazmente infectadas por L. infantum tras dos 
días en cultivo. DC-SIGN es un receptor capaz de unir amastigote y promastigote de 
Leishmania infantum (Colmenares, M. et al., 2004), que se encuentra dentro de los 
receptores lectina tipo C (Pathogen Recognition Receptors, PRRs). 
 
2.1.-Estudio de marcadores de maduración en células 
dendríticas infectadas con L. infantum. 
 
Las células dendríticas tras la captura de un patógeno pasan a un estado de 
maduración. En la infección de células dendríticas por parásitos intracelulares del 
género Leishmania, existe cierta controversia acerca de la capacidad de maduración, 
que depende de cual sea el origen de las células infectadas y cuales las especies del 
parásito que infecten. El hecho de que impidan la maduración se considera como un 
mecanismo de evasión, que permite el establecimiento de la infección antes del 
comienzo de la respuesta adaptativa que se inicia con la maduración de las células 
dendríticas. Marcadores clásicos de maduración son las moléculas presentadoras de 
antígeno (HLA de clase I y clase II) y moléculas coestimuladoras (CD80, CD86 y CD40), 
todos ellos fueron analizados en nuestro trabajo. Tras la infección de células 
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dendríticas con L. infantum no observamos aumento de expresión en superficie de 
ninguna de estas moléculas ni con amastigote ni con promastigote, fenómeno ya 
descrito en la infección con amastigote de L. infantum (Caparrós E. et al., 2005). Las 
células dendríticas infectadas por L. infantum no maduraron comparando con los 
niveles de marcadores de maduración que se obtuvieron con las células dendrítica 
cultivadas con LPS. La entrada de amastigote y promastigote de L. infantum es 
independiente de los TLR expresados en las células dendríticas, aunque se han 
descrito algunas especies de Leishmania capaces de señalizar a través de MyD88, 
molécula adaptadora común a TLR, induciendo maduración de las células dendríticas 
(Brandonisio, O. et al., 2004). L. infantum interacciona con el receptor  DC-SIGN y 
según nuestros resultados podría sugerir que no esta dando señales de maduración a 
la célula dendrítica infectada.  
La expresión de moléculas del sistema CD1 también fue analizada en nuestro 
trabajo. Las células dendríticas infectadas con L. infantum, a diferencia de los 
resultados previamente publicados con L. donovani (Amprey, J.L. et al., 2004), no 
disminuyeron la expresión de moléculas CD1a. La falta de similitud que existen entre 
la biología de ambas especies podría explicar la variación en la expresión de 
moléculas CD1 del grupo I después de la infección (Wilson, M.E. et al., 2005). 
También analizamos la expresión de CD1d, y sorprendentemente observamos un 
aumento de células dendríticas infectadas con amastigote y promastigote  que 
expresaban CD1d en superficie. El máximo de expresión se alcanzó al final de nuestro 
periodo de infección, a las 48 horas. La expresión de CD1d en células dendríticas 
derivadas de monocitos disminuye con respecto a la expresión inicial en monocitos, 
aunque células dendríticas activadas con PPARγ inducen la expresión de CD1d tras 
una disminución inicial (Szatmari, I. et al., 2004). En un intento de estudiar que 
mecanismos actuaban en el aumento de expresión de CD1d que observábamos, 
trabajamos con RSG (análogo de PPARγ) y GW9662 (antagonista de PPARγ), pero los 
resultados mostraron que los niveles de CD1d expresados eran independientes del 
efecto de PPARγ y de su antagonista. No obstante, podríamos especular que 
partiendo de la baja expresión de CD1d que tienen las células dendríticas inmaduras 
sería necesaria la inducción de RNA tras la infección. La señal que podría dirigir esta 
inducción es una cuestión difícil de abordar, podría deberse a la mayor disponibilidad 
de ligando para CD1d, ya fuera por una mayor actividad enzimática que generara más 
cantidad de ligandos o por la presencia de antígenos lipídicos del parásito que fueran 
ligandos directos o precursores de ligandos para CD1d. También la mayor expresión 
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de CD1d podría inducirse por la actividad del propio parásito o incluso por una 
señalización inicial de contacto parasitario. 
 
2.2.-Actividad citolítica de células NKs frente a células 
dendríticas infectadas con L. infantum. 
 
 Las células NK autólogas y heterólogas son capaces de lisar células dendríticas 
inmaduras, en la activación de estas células está implicado el receptor activador 
NKp30. Las células dendríticas maduras, por el contrario, son resistentes a esta 
actividad lítica. Las células dendríticas infectadas con L. infantum (amastigote o 
promastigote) a pesar de no madurar fueron resistentes a la actividad citolítica de 
células NKs autólogas, alcanzándose unos niveles de lisis similares a los obtenidos con 
las células dendríticas maduras. Nuestra hipótesis inicial fue que el incremento de 
CD1d observado en la superficie de las células dendríticas infectadas podría actuar 
protegiéndolas de la lisis de las células NKs. Esta hipótesis fue descartada tras 
realizar ensayos de bloqueo con anticuerpos específicos, que excluyeron un papel 
relevante de CD1d en la inhibición de la actividad lítica NK.  
Otra posible explicación se basaba en la aparición de cambios en la célula 
infectada que pudieran impedir la actividad citolítica NK, ya fuera por una 
disminución en la expresión de moléculas como CD40, o del ligando del receptor 
activador NKp30. Aunque los experimentos de citometría de flujo mostraron que los 
niveles de ligando de NKp30 y CD40 no disminuyeron tras la infección en la célula 
dendrítica.  
Por último, realizamos estudios de expresión de HLA-E en la superficie celular 
de las células dendríticas y observamos un aumento significativo de dicha molécula 
después de la infección. Las células dendríticas inmaduras infectadas con amastigote 
o promastigote de L. infantum aumentaron la expresión de HLA-E en la superficie 
celular, aunque no a niveles tan altos como los obtenidos en las células dendríticas 
maduradas con LPS. Una posible explicación para este aumento es que la infección 
con L. infantum aumentara la expresión de moléculas distintas de HLA con péptidos 
capaces de ser presentados por las moléculas HLA-E, como es el caso descrito de la 
proteína  MRP7 (Multidrug resistance –associate protein 7), que se expresa bajo 
condiciones de estrés celular por calor, y cuyos péptidos derivados de la región 
transmembranal son presentados por HLA-E (Wooden, S.L. et al., 2005). También 
podría ocurrir que HLA-E presentara péptidos derivados del ciclo vital de L. infantum, 
tanto de la forma amastigote como de la promastigote,  en este sentido también 
encontramos antecedentes en la bibliografía en los que se describe como HLA-E es 
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capaz de presentar el péptido líder de la glicoproteína UL40 del citomegalovirus 
humano (Tomasec, P. et al., 2000). Una última posibilidad sería que HLA-E se 
estabilizara en la superficie celular después de la infección con el parásito, por otro 
tipo de mecanismos.  
Aunque los niveles de expresión de HLA-E en células infectadas no fueron tan 
altos como en células dendríticas maduras, si fueron suficientes para inhibir la 
actividad citolítica de células NK. Así lo demostraron los bloqueos realizados con el 
anticuerpo específico para HLA-E (3D12) que revertieron la inhibición y se alcanzaron 
valores líticos próximos a los obtenidos con las células dendríticas inmaduras no 
infectadas. También fue bloqueado el receptor  inhibidor CD94/NKG2A en las células 
efectoras, de modo que la población de células NKs con expresión mayoritaria de 
CD94/NKG2A  perdió la señal inhibidora y solo se mantuvo la señal del receptor 
activador. 
 EL receptor inhibidor CD94/NKG2A reconoce HLA-E, pero en la unión influye 
además el péptido que este presentando HLA-E, no todos los complejos HLA-
E/péptido señalizan inhibición (Vales-Gomez, M. et al., 1999). Por tanto, la 
inhibición que observamos no sólo fue causada por el aumento de HLA-E en la 
superficie celular también fue necesario que el péptido que estuviera presentando 
fuera reconocido por CD94/NKG2A y produjera inhibición. 
Las células dendríticas infectadas con L. infantum no maduran, lo que se cree 
puede ser un mecanismo de evasión de la respuesta inmune de estos parásitos, que 
dificultaría la activación de células T. Estas células dendríticas inmaduras podrían 
entonces ser eliminadas por las células NK. Sin embargo, los datos obtenidos en este 
trabajo, sugieren que tampoco las células NK podrían activarse y reconocer las 
células dendríticas infectadas, ya que son inhibidas a través de su receptor 
CD94/NKG2A. Esto está de acuerdo con datos de otros autores en los que se indicaba 
la escasa importancia de las células NK en la respuesta inmune frente a este parásito 
(Solbach, W. et al., 2000).  
   
2.3.-Actividad citolítica y producción de citocinas de células 
iNKTs frente a células dendríticas infectadas con L. infantum. 
 
 En los experimentos realizados se observó un incremento de CD1d en la 
superficie celular de las células dendríticas infectadas con L. infantum y también en 
las cultivadas con extractos antigénicos de amastigote o promastigote de L. infantum 
y en las cultivadas con LPG de L. donovani. Esta expresión de CD1d puede ser 
relevante fisiológicamente en las infecciones por L. infantum. Nuestros resultados in 
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vitro  indican que la expresión de CD1d es reconocida eficientemente por las células 
iNKT, que actúan lisando las células diana que sobreexpresan CD1d. Además estas 
células efectoras sintetizan IFN-γ, pero no IL-4.   
Se ha descrito que las células NKTs pueden ser activadas de dos modos frente 
a una infección bacteriana. Por un lado, pueden reconocer el antígeno endógeno 
iGb3 presentado por CD1d. La respuesta se amplifica gracias a la IL-12 producida por 
las células dendríticas en respuesta a la señalización vía TLRs del LPS bacteriano. 
Otro modo de activación es a través del reconocimiento de glicosilceramidas 
exógenas procedentes de bacterias Gram-negativas LPS-negativas (Ehrilichia muris y 
Sphingomonas capsulate) donde no es necesario la IL-12 (Mattner, J. et al., 2005). El 
ligando endógeno iGb3 posee un enlace Galα1-3Gal en el extremo terminal, al que se 
une la lectina IB4 y bloquea el reconocimiento de las células NKTs (Zhou, D. et al., 
2004).  
Tanto la actividad citolítica como la producción de IFN-γ de células iNKTs que 
expandimos de distintos donantes, disminuyó tras el tratamiento de las células 
dendríticas con la lectina IB4. De modo que el ligando que estaba presentando CD1d 
a las células iNKTs poseía el enlace Galα1-3Gal en el extremo terminal. Una 
posibilidad podría ser que CD1d estuviera presentando iGb3 u otro lípido de la 
Leishmania, a las células iNKT y que éstas se activaran.  
Fue interesante comprobar que tras el cultivo con LPG de L. donovani  
obtuvimos los mismos resultados, tanto de activación de iNKTs en citotoxicidad como 
de producción de IFN-γ: todos ellos fueron bloqueados con IB4. Este hecho nos llevó a 
pensar que este compuesto entraba dentro de la célula y era capaz de activar los 
mismos mecanismos que las formas amastigote y promastigote de L. infantum. Dado 
que el LPG es capaz de desplazar la α-GalCer presentada por CD1d de ratón (Amprey, 
J.L. et al., 2004), cabía la posibilidad que un compuesto derivado de éste con enlace 
terminal Galα1-3Gal fuera presentado por CD1d. El lugar de anclaje del LPG esta 
formado por fosfatidilinositol (PI) elemento capaz de unirse a la hendidura de CD1d, 
el Glucosilfosfatidilinositol (GPI) ya había sido descrito como ligando de CD1d por su 
unión a través de PI (Joyce, S. et al., 1998). La estructura bioquímica del LPG nos 
muestra además la presencia del  enlace Galα1-3Gal, dentro del dominio de 
fosfoheptasacáridos del LPG (Turco, S.J. et al., 1987) (Figura 61). Por lo tanto cabría 
la posibilidad teórica de que por degradación enzimática se produjera un compuesto 
derivado del LPG con enlace Galα1-3Gal terminal. 
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Repeticiones de Fosfodisacáridos Corazón de Fosfoheptasacáridos PI   
 
Figura 61.- Estructura bioquímica de LPG, Leishmania donovani. 
 
Sin embargo, hay que tener en cuenta que las células NKTs no se marcaron 
con los dímeros de CD1d cargados con LPG, estas células efectoras no reconocieron 
el LPG sin modificar presentado por CD1d, apoyando la posibilidad de que en 
nuestros ensayos funcionales, las células NKT fueron activadas por compuestos 
derivados del LPG y no por el propio LPG. Respecto a la infección natural con la 
forma amastigote de L. infantum carente de LPG, podría presentar compuestos 
derivados de GIPLs muy abundantes en su cubierta. En la bibliografía se encuentran 
referencias a la importancia del papel de células NKTs en la respuesta inmune en 
relación a la posibilidad de que CD1d presente glicolípidos de la cubierta de la 
Leishmania (el LPG y otros GIPLs de L. donovani), las células NKT del hígado 
responden produciendo IFN-γ (Amprey, J.L. et al., 2004). También se ha descrito la 
importancia de células NKT en la respuesta temprana en infecciones de ratón por L. 
major (Ishikawa, H. et al., 2000). 
Retomando el tema de la expresión de CD1d,  el aumento fue observado  en 
las células dendríticas infectadas o cultivadas con extractos antigénicos de L. 
infantum y cultivadas con LPG de L. donovani, se descartó así la explicación de que 
el  incremento de la expresión fuera causado por la propia actividad del parásito en 
el interior celular, ya que tanto los extractos antigénicos como el LPG fueron capaces 
de reproducirlo. Esto nos llevaría a pensar en una señalización celular común a todos 
los tratamientos que aumentara la transcripción de CD1d, ya fuera provocada por un 
contacto a nivel de superficie celular o a nivel intracelular. DC-SIGN no parece ser el 
encargado de trasmitir esta señal, ya que aunque es el receptor al que se une L. 
infantum antes de su internalización, la unión es independiente de LPG (Colmenares, 
M. et al., 2004) y tanto el parásito como este compuesto produjeron aumento de 
CD1d en la superficie celular de la célula dendrítica inmadura. Como alternativa, los 
TLR no solo se expresan en la superficie celular, también pueden estar presentes en 
otros compartimentos celulares. Ligandos endógenos producidos por estrés o daño 
celular pueden estimular éstos receptores endógenos (Akira, S. et al., 2001). En la 
infección por L. infantum se podrían haber producido cambios en algunos 
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componentes celulares que estimularan TLR endógenos u otros receptores que 
estuvieran presentes, y señalizaran inducción de la transcripción de CD1d.  
Los monocitos poseen una alta transcripción de CD1d que diminuye cuando se 
diferencian a células dendríticas (Szatmari, I. et al., 2004), por tanto, una posibilidad 
sería que tras la infección de L. infantum se reiniciara la transcripción de mRNA para 
CD1d. Otra posibilidad, sería que CD1d fuera re-expresado en la superficie gracias a 
la disponibilidad de ligando apropiado. El ligando para CD1d podría ser iGb3 u otro 
cualquiera derivado de los glicolípidos del parásito (LPG o GIPLs). Incluso la mayor 
disponibilidad de ligando podría señalizar la transcripción de CD1d. Una mayor 
cantidad de iGb3 podría venir dada por un aumento de la actividad enzimática de β-
hexosaminidasa que degrada iGb4 en iGb3, tras la infección. Incluso por la perdida 
de actividad de enzimas lisosomales que degradan el iGb3. Algunas sustancias 
secretadas por las Leishmanias pueden inhibir la actividad de enzimas lisosomales, 
como es el caso de la galactosidasa (El On, J. et al., 1980);(Chakraborty, P. et al., 
1989)). Esta enzima puede degradar iGb3 en glucosilceramidas, de modo que iGb3 se 
acumularía en los lisosomas y estaría disponible para su unión a CD1d.  
 
2.4.-Respuesta inmune innata frente a  L. infantum. 
 
Teniendo en cuenta todos los resultados y a modo de resumen cabe destacar 
que las células dendríticas inmaduras derivadas de monocitos infectadas con L. 
infantum no sufren un proceso de maduración. Trabajos previos realizados con 
amastigote de L. infantum, ponen además de manifiesto la falta de migración CCR7 
dependiente de las  células dendríticas infectadas (Caparrós E. et al., 2005). Esto 
impediría la migración a los nódulos linfáticos donde comienza la respuesta inmune 
con la activación de linfocitos T. La respuesta inmune eficaz tras la infección de 
parásitos es la tipo Th1, que comienza con la producción de INFγ. Las células NKs 
pueden migran a los focos de infección siendo capaces de activarse y producir IFN-γ.  
Después de la infección con L. infantum las células dendríticas estarían recluidas en 
el foco de infección e interaccionarían con las células NKs. Las células NK, podrían 
comenzar la respuesta inmune actuando frente a las células infectadas ya que éstas 
permanecen en estado inmaduro, pero tras la infección y según nuestros resultados, 
se produciría un aumento de expresión de HLA-E que evitaría el comienzo de la 
actividad lítica de las células NK. Los receptores inhibidores regulan tanto la 
actividad citotóxica como la producción de citocinas por parte de las células NKs 
(D'Andrea, A. et al., 1996), así la señal del receptor inhibidor CD94/NKG2A tampoco 
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aumentaría la producción de IFN-γ, importante para el comienzo de la respuesta Th1 
y para activar a las dendríticas y macrófagos infectados en la eliminación del parásito.  
Por otra parte frente a la infección por L. infantum se podría producir una 
activación de células NKTs que migraran al foco de infección, y reconocieran el CD1d 
expresado en las células dendríticas infectadas. En el caso de una infección con 
Leishamanias que producen inflamación visceral, como es el caso de L. infantum la 
producción de IL-12 está disminuida (Ghalib, H.W. et al., 1995), de modo que las 
células NKTs solo recibirían señal a través del CD1d que les presentaría un antígeno 
endógeno o exógeno procedente de la Leishmania, pero con la secuencia glucídica 
terminal Galα1-3Gal. Las células NKT aumentarían su actividad citolítica y serían 
capaces de eliminar las células dendríticas inmaduras infectadas que no habían sido 
eliminadas por las células NKs. Además podrían producir IFN-γ necesario para el 
comienzo de la respuesta inmune Th1 y la activación de células fagocíticas que 
eliminaran estos parásitos intracelulares a través de las especies reactivas de óxido 
nítrico (NO) y oxígeno (O2- y H2 O2), que son eficientes moléculas efectoras en la 
eliminación de Leishmanias (Murray, H.W., 1981). 
El IFN-γ producido por las células NKT pueden favorece la maduración de las 
células dendríticas. Este efecto sólo ha sido descrito cuando las células NKT son 
activadas con α-GalCer pero no con otro tipo de estimulación(Kronenberg, M., 2005). 
Sin duda cabe la posibilidad  que las células NKTs llegadas al foco de infección 
podrían madurar las células dendríticas infectadas con L. infantum después de unirse 
al CD1d aumentado tras la infección. También se ha descrito que las células NKT 
pueden estimular las células dendríticas en la producción de IL-12 por contacto 
CD40L/CD40 (Kronenberg, M., 2005). La IL-12 esta disminuida en la Leishmaniasis 
visceral (Ghalib, H.W. et al., 1995) pero la expresión podría aumentar como hemos 
argumentado por acción de estas células NKTs activadas. La IL-12 dirigiría la 
respuesta inmune a tipo Th1 (con producción de IFN-γ) además de activar a células 
NK tanto en la producción de citocinas (IFN-γ) como en su actividad citolítica inhibida 
en un principio por la expresión de HLA-E en la célula dendrítica infectada (Figura 
62).   
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Figura 62.- Esquema representativo de respuesta inmune tras la infección de células 
dendríticas con L. infantum. 
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1. La sobreexpresión de CD1d humano en células diana deficientes de HLA de 
clase I, inhibe la actividad de células citolíticas NK.  
 
2. La presentación de ligandos diferentes del endógeno por CD1d, como son α y 
β-GalCer, elimina la protección que posee la expresión de CD1d sobre la 
actividad citolítica NK, lo que sugiere que la inhibición de la actividad NK 
mediada por CD1d es dependiente de ligando.  
 
3. Las células dendríticas inmaduras derivadas de monicitos de sangre periférica,  
fagocitan eficientemente los parásitos de Leishmania infantum. Sin embargo, 
esta fagocitosis no induce la expresión de marcadores de maduración.  
 
4. Las células dendríticas infectadas con L. infantum se protegen de la lisis 
mediada por células NKs gracias al aumento de expresión de HLA-E en 
superficie.  
 
5. En células dendríticas infectadas con L. infantum no se ve modificada la 
expresión de moléculas CD1a, que forma parte de moléculas CD1 del grupo I. 
Por el contrario, se observa un incremento significativo de CD1d tras la 
infección o cultivo con extractos antigénicos de L. infantum y tras el cultivo 
con LPG de L. donovani.  
 
6. Las células iNKT reconocen eficientemente las células dendríticas inmaduras 
infectadas por L. infantum, y responden frente a ella produciendo lisis 
celular e IFN- γ.   
 
7. El reconocimiento de las células dendríticas inmaduras infectadas por las 
células iNKTs es bloqueada por la lectina IB4, lo que implica que el ligando 
que presenta CD1d  posee el enlace glucosídico terminal Gal α1-3 Gal.    
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ABREVIATURAS 
 
 
 
 
 
 
 VIII Abreviaturas 
 
ABREVIATURAS.
 
α-GalCer- Alpha-Galactosilceramida. 
β-GalCer- Beta-Galactosilceramida. 
β2m- Beta 2-microglobulina 
CD - Cluster de diferenciación. 
CFSE- Carboxifluorescein diacetato succinimidil éster. 
DEM- Desviación estándar. 
DMSO- Dimetilsulfoxido. 
EEM- Error estándar de la media. 
FITC - Fluorescein isothiocyanate. Isotiocianato de fluoresceína. 
GIPLs-Glicoinositolfosfolípidos. 
GM-CSF- Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor. Factor estimulador de 
colonias de granulocitos y macrófagos. 
HVS -  Herpesvirus saimiri. 
IB4- Isolectina B4 de Fluorescein bandeiraea (Griffonia) Simplicifolia  
IFN- Interferon 
IL – Interleuquina 
ITIM - Immune receptor tyrosine-based inhibition motifs. Motivos de inhibición en tirosina 
del receptor inmunológico. 
ITAM - Immune receptor tyrosine-based activation motifs. Motivos de activación en 
tirosina del receptor inmunológico. 
LPS- Lipopolisacarido. 
LPG- Lipofosfoglicano. 
MFI- Intensidad media de Fluorescencia 
PBS - Phospate buffered saline. Tampón fosfato salino 
PBMCs-Periheral blood mononuclear cells. Células mononucleares de sangre periférica. 
PCR - Polimerase chain reaction. Reacción en cadena de la polimerasa.  
PE - Phycoerythrin. Ficoeritrina 
PPARγ- Peroxisome Prolifelator Activated Receptorγ. Factor de transcripción de genes 
relacionados con la captura, acumulación y almacenamiento de lípidos. 
rhIL-2 - recombinant human IL-2. IL-2 humana recombinante. 
RSG-Rosigliotazona. Análogo de PPARγ. 
Th- Células T helper 
TCR -T cell receptor. Receptor para antígeno de la célula T 
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 El trabajo presentado en esta tesis ha sido divulgado en las siguientes 
publicaciones: 
 
1.- Campos-Martín, Y., d. M. Gomez, B. Gozalbo-Lopez, J. Suela, and E. Martinez-
Naves. 2004. Expression of human CD1d molecules protects target cells from NK 
cell-mediated cytolysis. J.Immunol. 172:7297-7305. 
 
The cytotoxic activity of Natural Killer cells can be inhibited by classical and non-
classical MHC molecules. The CD13 system is formed by a family of glycoproteins that are 
related to classical MHC. CD1a, b and c molecules present lipids or glycolipids to T cells 
and are involved in defense against microbial infections, especially mycobacteria. It has 
been shown recently that these molecules can inhibit target cell lysis by human NK cells. 
It has also been shown that mouse CD1d molecules can protect cells from NK cell 
mediated cytotoxicity. In the present study we describe how human CD1d, orthologous to 
murine CD1 molecules, can inhibit NK-cell mediated cytolysis. We have expressed CD1d 
in the HLA class I deficient cell lines L721.221 and C1R. The inhibitory effect is observed 
when effector NK cells from different donors are used, as well as in different cell lines 
with NK activity. The inhibitory effect was reversed by incubating the target cells with a 
monoclonal antibody specific for human CD1d. Incubation of target cells with the ligands 
for CD1d, α-GalCer3 and β-GalCer3 abolishes the protective effect of CD1d in our in vitro 
killing assays. Staining the effector cells using CD1d tetramers loaded with α-GalCer was 
negative, suggesting that the putative inhibitory receptor does not recognize CD1d 
molecules loaded with α-GalCer. 
 
 
2.- Yolanda Campos-Martín, María Colmenares, Beatriz Gozalbo-López, Marta 
López-Núñez, Paul B. Savage and Eduardo Martínez-Naves. Immature human 
dendritic cells infectes with Leishmania infantum are resistant to NK mediated 
cytolisis but are efficiently ecognized by NKT cells. Enviado 2005. 
 
Dendritic cells (DC) play an important role in innate and adaptive immunity, 
interacting with T cells, Natural Killer (NK) and NKT cells. A critical step in the 
interaction of the parasitic protozoa Leishmania with their host is the evasion of both 
innate and adaptive immunity, producing a long-lasting chronic infection. There is 
growing evidence that these parasites can modify the antigen-presenting and 
immunoregulatory functions of DCs. The cells and mechanisms involved in innate immune 
response against Leishmania are still poorly understood. Here, we investigated how 
Leishmania infantum infection affects DC interactions with NK and invariant NKT (iNKTs) 
cells in humans. We found that infected iDCs do not up-regulate HLA class I molecules. 
Despite this, iDCs become resistant to killing mediated by autologous NK cells due to the 
up-regulation of HLA-E expression, which protects target cells from NK mediated lysis 
through interaction with the inhibitory receptor CD94/NKG2A. Furthermore, iDCs 
infected with L. infantum up-regulate CD1d cell surface expression and consequently can 
be efficiently recognized and killed by iNKT cells that produce significant amounts of IFN-
γ. These data suggest that L. infantum could be able to evade NK recognition; in 
contrast, iNKTs may play an important role in the immune response against Leishmania.  
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Expression of Human CD1d Molecules Protects Target Cells
from NK Cell-Mediated Cytolysis1
Yolanda Campos-Martı´n,* Manuel Go´mez del Moral,† Beatriz Gozalbo-Lo´pez,* Javier Suela,*
and Eduardo Martı´nez-Naves2*
The cytotoxic activity of NK cells can be inhibited by classical and nonclassical MHC molecules. The CD1 system is formed by a
family of glycoproteins that are related to classical MHC. CD1a, b, and c molecules present lipids or glycolipids to T cells and are
involved in defense against microbial infections, especially mycobacteria. It has been shown recently that these molecules can
inhibit target cell lysis by human NK cells. It has also been shown that mouse CD1d molecules can protect cells from NK
cell-mediated cytotoxicity. In the present study, we describe how human CD1d, orthologous to murine CD1 molecules, can inhibit
NK cell-mediated cytolysis. We have expressed CD1d in the HLA class I-deficient cell lines L721.221 and C1R. The inhibitory effect
is observed when effector NK cells from different donors are used, as well as in different cell lines with NK activity. The inhibitory
effect was reversed by incubating the target cells with a mAb specific for human CD1d. Incubation of target cells with the ligands
for CD1d, -galactosylceramide (-GalCer), and -GalCer abolishes the protective effect of CD1d in our in vitro killing assays.
Staining the effector cells using CD1d tetramers loaded with -GalCer was negative, suggesting that the putative inhibitory
receptor does not recognize CD1d molecules loaded with -GalCer. The Journal of Immunology, 2004, 172: 7297–7305.
N atural killer cells are a lymphoid population distinctfrom T and B lymphocytes. Initially, NK cells werecharacterized as cells capable of killing some tumor cells
without previous activation. It is now known that NK cells play
important roles in host defense against pathogens such as herpes-
virus, in tumor immunity, and in the rejection of transplants. Upon
activation, NK cells are able to secrete a variety of cytokines that
can induce inflammation. They also play a role in regulating the
immune response.
NK cells are regulated through activating and inhibitory recep-
tors that allow them to distinguish between healthy and diseased
cells. There are a number of these receptors, and their function is
the subject of active research. The ligand(s) for activating recep-
tors has not yet been identified (1). The ligands for inhibitory re-
ceptors are MHC class I proteins (2). Loss of expression of class
I proteins induced by a viral infection or a tumoral transformation
renders most cells highly susceptible to lysis by NK cells. Thus,
NK cells seem to act as complementary players to CTL because
they are able to kill cells invisible to CTL.
Initially, classical MHC class I molecules were identified as
ligands for NK inhibitory receptors (2). Recognition of class I
molecules is highly specific, and there are receptors capable of
distinguishing locus or allelic variants of MHC class I molecules
(3). Nonclassical MHC molecules are also able to inhibit NK lysis
(4). CD94/NKG2A is an inhibitory receptor that recognizes
HLA-E, a nonpolymorphic MHC class Ib molecule in humans (5).
In mice, Qa-1, which is HLA-E orthologous, is recognized by
CD94/NKG2A (6). Another member of the Qa-2 family, Q9 has
also been shown to inhibit NK cell and lymphokine-activated killer
(3) cell-mediated cytolysis (7). The family of MHC-related genes
also includes genes, in mice and in humans, outside the MHC
complex. Recently, a new taxonomy for this family of genes has
been proposed (8). Following this nomenclature, classical HLA-A,
-B, and -C would be named as HLA class Ia, whereas the genes
located inside the HLA complex and showing high similarity to the
classical (HLA-E, -F, and -G) would be named as class Ib. More
divergent genes with respect to the classical and located inside the
HLA complex (MIC, HFE) would be named as HLA class Ic.
Finally, genes located outside the HLA complex, and often being
more divergent with respect to the classical (FcRN, ZAG, MR1,
CD1, ULBP, EPCR), would be named as class Id. This last group
includes gene-encoding and Ag-presenting molecules such as
MR1 and CD1.
The CD1 genes encode a family of glycoproteins that are related
to MHC molecules (9). CD1 molecules can be divided in two
groups according to sequence homology and tissue distribution
(10). Human CD1A, -B, and -C genes are members of group I,
whereas group II is formed by CD1D. Mice only have group II
CD1 genes, CD1D1 and CD1D2, which are 95% homologous.
Mouse and human CD1 molecules are able to present nonpeptide
Ags to T cells. CD1a, b, and c molecules present lipids or glyco-
lipids to T cells and are involved in defense against microbial
infections, especially mycobacteria. The three-dimensional struc-
ture of the murine CD1d molecule has been solved, and it shows
a folding very similar to HLA class I molecules (11). Human
CD1d and murine CD1d1 are able to present -galactosylceramide
(-GalCer3; a ceramide initially isolated from a marine sponge
with a potent antitumoral effect) to NKT cells (12). NKT cells are
a specialized set of T lymphocytes capable of secreting large
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amounts of cytokines, including IL-4 and IFN-, which can have
multiple regulatory activities (13).
It has been shown that murine CD1d1 molecules can inhibit the
cytotoxic activity of lymphokine-activated killer cells (14). Fur-
thermore, it has been shown that human CD1 group I molecules,
CD1a, b, and c, can also inhibit NK cell lysis (15). We show in this
study that human CD1d molecules can also inhibit NK activity.
Materials and Methods
CD1D cloning and expression
Total RNA was isolated from the epithelial cell line Caco-2 using the
ULTRASPEC RNA isolation method (Bioteck Laboratories, Houston, TX).
First strand cDNA was synthesized from total RNA using first strand cDNA
synthesis kit (Roche Biochemicals-Boehringer Mannheim, Mannheim, Ger-
many). Full-length CD1D cDNA was obtained after PCR amplification using
primers CD1D3 (5), GGGCGTCGACAGAAGAGTGCGCAGGTCAGAG
and CD1D4 (3), CCGCAAGCTTGAAGTCTTGGGAACCTGAGGTC con-
taining SalI and HindIII recognition sites at 5 ends. The PCR products were
sequenced and cloned into pSRNeo vector. The plasmid was transfected by
electroporation in the HLA class I-deficient lymphoblastoid cell lines
L721.221 (16) and C1R (17).
Cells expressing high levels of CD1d were selected using Dynabeads
M-450 (Dynal Biotech, Great Neck, NY) and the Ab 51.1.3 (gift from Dr.
S. A. Porcelli, Department of Microbiology and Immunology, Albert Ein-
stein College of Medicine, Bronx, NY) specific for human CD1d (18, 19).
HLA-B48.221 (20) and CD1a.221 (21), generated previously in our labo-
ratory, were used as controls in the cytotoxicity assays. All the cell lines
were cultured in RPMI 1640, 1% antibiotic/antimycotic solution (Life
Technologies, Carlsbad, CA), and 10% FCS (Harlan Sera-Lab,
Indianapolis, IN).
NK cell culture
PBMC were isolated by centrifugation on Lymphoprep (Amersham Bio-
sciences, Amersham, U.K.) gradients from healthy donors and from
healthy donors’ buffy coats (obtained from the Blood Bank of the Funda-
cio´n Jime´nez Dı´az, Madrid, Spain). Cells were activated for 48–72 h with
800 IU/ml human rIL-2 (rhIL-2) (gift from Hoffmann-LaRoche, Nutley,
NJ, and Dr. C. W. Reynolds, Frederick Cancer Research and Development
Center, National Cancer Institute, National Institutes of Health, Frederick,
MD), before their use in cytotoxicity assays. Fresh NK cells CD56 were
isolated from PBMC activated with 800 IU/ml rhIL-2 (3) for 48–72 h.
CD56 was selected by immunomagnetic separation using magnetic beads
(Miltenyi Biotec, Cologne, Germany). CD56 cells were maintained in
culture with rhIL-2 (50 IU/ml) previous to the cytotoxicity assays.
CD56CD3 were isolated from PBMC healthy donors’ buffy coats, using
the NK Cell Isolation kit II human (Miltenyi Biotec). Two rounds of CD3
cell depletion were used, and 95% of the cells were CD56CD3 as
assessed by FACS analysis. CD56CD3 cells were activated with rhIL-2
(50 IU/ml) previous to the cytotoxicity assays. All these effector cells were
cultured in RPMI 1640, 1% antibiotic/antimycotic solution, and 10% FCS.
The cell line NKL (22) (kindly provided by Dr. M. Lo´pez-Botet, Unidad de
Inmunopatologı´a molecular, Universidad Pompeu Fabra, Barcelona,
Spain) was cultured with RPMI 1640, 1% antibiotic/antimycotic solution,
10% human serum AB (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), and
rhIL-2 (50 IU/ml). T cell lines CD8 immortalized with Herpesvirus
saimiri (HVS) with NK activity (23) were cultured in 50% RPMI 1640,
50% PanSerin 401 (PAN; Biotech International, Aidenbach, Germany)
with 1% antibiotic/antimycotic solution, and 10% FCS, and activated with
40 IU/ml rhIL-2.
NKT cell expansion
PBMC were isolated by centrifugation on Lymphoprep gradients from
healthy donors. A total of 1  106 cells/ml was cultured in 24-well plates
with RPMI 1640, 1% antibiotic/antimycotic solution, and 10% FCS.
PBMC were activated with 50 IU/ml rhIL-2 and 100 ng/ml -GalCer (Ki-
rin, Tokyo, Japan), for 2 wk. Abs, anti-V24 and anti-V11 (Beckman
Coulter, Fullerton, CA), were used to isolate NKT cells by Miltenyi Biotec
MicroBeads, and to identify them by FACS analysis.
Abs, F(ab)2 production, and flow cytometry analysis
Anti-human CD1d mAbs used in this study were 51.1.3 (mouse IgG2b)
(gift from Dr. S. A. Porcelli) (18, 19) and CD1d42 (mouse IgG1,) (BD
PharMingen, San Diego, CA). Other Abs used were: anti-human CD1a
OKT6 (mouse IgG1) culture supernatant (from American Type Culture
Collection (ATCC), Manassas, VA); anti-human HLA-B48 MB40.3
(mouse IgG1) culture supernatant (from ATCC) purified by protein A col-
umn affinity (Bio-Rad, Richmond, CA); conjugated anti-human CD3
Leu4-PE (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ); a PE-coupled polyclonal
goat anti-mouse IgG (H L) (Caltag Laboratories, Burlingame, CA), used
as a secondary Ab in FACS analysis; and conjugated anti-human CD56-PE
(Miltenyi Biotec). Finally, CD1d-Fc/PA-A488 tetramers (24) (gift from Dr.
J. Gumperz, Medical Microbiology and Immunology, University of Wis-
consin-Madison Medical School, Madison, WI) were also used in FACS
analysis. An Epics Elite cytometer (Beckman Coulter) was used in the flow
cytometry analysis. Typically, 20  104 to 30  104 cells were stained in
each analysis.
F(ab)2 CD1d42 and MB40.3 (used as negative control) were generated,
using an Immunopure IgG1 Fab and F(ab)2 preparation kit (Pierce, Rock-
ford, IL), by Ficin enzymatic digestion for 20 h, and purified by passing
through a protein A column, followed by concentration of the sample using
CentriconYM-10 (Millipore, Billerica, MA) and dissolving in PBS
(Valeant, Costa Mesa, CA). The concentration of F(ab)2 was measured by
the Bio-Rad DC colorimetric assay for protein, based on the Lowry assay.
The correct fragmentation of the Abs was checked in a SDS-PAGE on 10%
polyacrylamide gels under reducing conditions. CD1d.221 and CD1d.C1R
were labeled with CD1d42 F(ab)2, followed by anti-mouse Ig-PE (BD
Biosciences), to be sure that the F(ab)2 generated recognized CD1d ex-
pressed in these cell lines.
L721.221 and C1R transfectant cell lines were incubated with 4 g/ml
specific anti-CD1d F(ab)2 for 30 min at room temperature, washed twice,
and used in the cytotoxicity assays.
Cytotoxicity assay
Cytotoxicity was measured using the conventional 4-h 51Cr release assay
(15) and the nonradioactive cytotoxicity detection kit lactate dehydroge-
nase (LDH; Roche Biochemicals). Target cells were cultured in 96-well
plates V, with effector cells for 4 h, at different E:T ratio. The percentage
of specific lysis in each assay depends on the amount of LDH activity
detected in the culture supernatant. LDH is rapidly released into the cell
culture supernatant upon damage of the plasma membrane. The culture
cell-free supernatants were collected and incubated with the reaction mix-
ture from the kit. A Microplate Autoreader Bio-Tek instrument (Cultek,
Madrid, Spain) was used to read the absorption. All cytotoxic assays were
performed in triplicate. Percent specific lysis was calculated as: 100 
(experiment value  low control)/(high control  low control).
Pretreatment of Mock.221 and CD1d.221 was performed by adding 100
ng/ml -GalCer dissolved in polisorbate 20 (P-20) (Kirin), -GalCer dis-
solved in DMSO (a gift from Dr. P. Savage, Department of Chemistry and
Biochemistry, Brigham Young University, Provo, UT), synthetic -galac-
tosylceramide (-GalCer) (C12) (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL), and
bovine brain -GalCer (Sigma-Aldrich) as CD1d Ags. Mycolic acid from
Mycobacterium tuberculosis (human strain) (Sigma-Aldrich) was used as
an additional CD1 Ag control. P-20 (Kirin) and DMSO (Sigma-Aldrich),
respectively, were used as controls, added to 35  104 cells in a final
volume of 500 l of culture medium, and incubated overnight at 37°C.
Purified CD56CD3 were used as effector cells.
Statistical analysis
We analyzed samples with the Kolmogorov-Smirnoff and 2 tests for nor-
mality distribution and Bartlett and Cochrans test to assure homoscedas-
ticity. We used one-way ANOVA to test for differences between experi-
ments. The figures represent the mean  SEM of specific lysis in our
cytotoxicity tests.
To analyze the CD1 ligand effect on our in vitro cytotoxicity tests, we
first calculated the percentage of lysis inhibition, which represented the
difference between percentage of lysis of Mock.221 and percentage of lysis
of CD1d.221, in each treatment (nontreatment, ligand treatment, and
vehicle).
Results
Expression of CD1d molecules on the MHC class I-negative cell
lines inhibits the cytotoxicity of NK cells and different cell lines
with NK activity
To investigate the possible action of CD1d on NK cells, we de-
cided to use the class I-negative cell line L721.221 and C1R as
models. Both L721.221 and C1R cells were transfected with hu-
man CD1d cDNA. Expression of CD1d molecules on the cell sur-
face was analyzed by FACS. Cells expressing high levels of CD1d
were selected by magnetic beads. Next, we obtained two cell lines
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that we named CD1d.221 and CD1d.C1R. We also transfected
L721.221 and C1R cells with the vector alone, generating the
mock cell lines that we used as controls. Fig. 1 shows the expres-
sion of CD1d analyzed by FACS using the CD1d-specific Ab
CD1d42. Transfected L721.221 and C1R cells express high levels
of CD1d compared with those of the mock-transfected controls.
We first decided to study the possible effect of CD1d expression
on the cell surface, using as effector cells freshly isolated PBMC.
Our initial in vitro killing assays included Mock.221 and
CD1d.221 as target cells. As a control, we decided to include cells
previously generated in our laboratory, expressing high levels of
CD1a (CD1a.221) and the class I HLA molecule B48 (HLA-
B48.221). The CD1a molecule has been previously shown to in-
hibit NK lysis, and HLA-B48 is a classical class I molecule that is
likely to inhibit NK cytotoxicity. The killing activity of freshly
isolated PBMC was inhibited in the cells expressing HLA-B48,
CD1a, as well as in CD1d, in comparison with the mock-trans-
fected cell lines, as shown in Fig. 2a. This inhibition was observed
in independent experiments using cells from different donors, al-
though the amount of the protection varied between individuals
(results not shown). Results showing higher levels of inhibition
were obtained in experiments with bulk short-term IL-2-activated
PBMC, as shown in Fig. 2b. A clear reduction in the susceptibility
to NK lysis was observed in CD1a.221, HLA-B48.221, and
CD1d.221 cells compared with the mock-transfected L721.221 cells.
We next purified CD56CD3 cells and used them as effector
cells in the in vitro killing assays. At this point, we also decided to
include a second target cell type, and the CD1d cDNA was trans-
fected into the HLA class I-deficient C1R cell (see Fig. 1). As
expected, both C1R and L721.221 cells were efficiently lysed by
CD56CD3 cells. The expression of CD1d on the cell surface
significantly reduced the specific lysis in both targets, as shown in
Fig. 2c.
We also included in our studies different cell lines with NK
activity. First, we used the NKL cell line (22). In this case, CD1d
also inhibits the cytotoxic activity against L721.221 and C1R, as
shown in Fig. 3a.
Human T cells CD8 transformed with HVS-T cells have been
shown to display NK activity against the K562 cell line (23). Thus,
we decided to investigate whether HVS-T cell lines also were able
to kill the cell line L721.221. We tested several HVS-transformed
T cells to identify those with significant NK activity against
L721.221 cells. Fig. 3b shows the results of the cytotoxicity assays
using three different CD8 HVS-T cell lines: HVS-CJL, HVS-
ANZ, and HVS-CTO. The lysis of CD1d.221 was always lower
than the lysis of Mock.221. However, significant differences were
observed between the cell lines regarding the ability of CD1d to
inhibit killing in the cytotoxicity test. The cell line HVS-CTO was
the most sensitive regarding the CD1d inhibition of the NK activ-
ity, and for that reason we selected this cell line for subsequent
experiments. The NK cytotoxicity of HVS-CTO against the
CD1d.C1R was also reduced compared with mock.C1R (Fig. 3b).
FIGURE 1. Analysis of CD1d expression. L721.221 and C1R cells
transfected with CD1d-encoding cDNA express high levels of CD1d on the
cell surface, as assessed by FACS analysis. Filled histograms indicate the
fluorescence intensity of cells Mock.221 or Mock.C1R stained with
CD1d42 mAb. Open histograms show fluorescence of cells CD1d.221 or
CD1d.C1R stained with CD1d42 mAb. The symbol  shows the stained
cells obtained with the isotype control mAb.
FIGURE 2. PBMCs, IL-2-activated PBMCs, and CD56CD3 cytolytic activity. a, Cytotoxicity against Mock.221 cells of freshly isolated PBMC was
higher than that of CD1d.221, B48.221, and CD1a.221 transfectants. b, The differences were more pronounced when IL-2-activated PBMC were used.
Mock.221 (), CD1d.221 (), HLA-B48.221 (), and CD1a.221 (X). c, The cytotoxicity of CD56CD3 effector cells against CD1d.221 and CD1d.C1R
transfectants is reduced compared with mock-transfected target cells. Mock.221 (), CD1d.221 (), Mock.C1R (F), and CD1d.C1R (E). The results
shown are representative of at least three independent experiments.
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To confirm the results obtained, we decided to replicate a num-
ber of experiments and to apply accurate statistical analysis. Fig. 4
summarizes the results of these experiments in which we observed
statistically significant differences in the lysis of Mock.221 and
CD1d.221 cells with different effector cells: CD56CD3, HVS-
CTO, and NKL.
The inhibitory effect of CD1d expression on L721.221 is
reversed by mAbs against CD1d
To confirm the specificity of the inhibition of CD1d, we performed
additional cytotoxicity experiments in which the target cells were
pretreated with mAbs against CD1d. Fig. 5 shows that the F(ab)2 of
the mAb CD1d42 is able to partially reverse the inhibitory effect of
CD1d in all the effector cells studied. This reversion was statistically
significant with the three types of effector cells, as observed in Fig. 5.
A similar, but less pronounced effect was observed with the mAb
51.1.3 (data not shown).
Effect of -GalCer on CD1d-dependent NK inhibition
The natural ligand of CD1d molecules is currently unknown. How-
ever, human and murine CD1d molecules bind and present -Gal-
Cer to NKT lymphocytes. To investigate the effect of this compound
in the inhibition of NK activity, we performed the cytotoxicity tests
after pretreating the target cells with -GalCer. As shown in Fig. 6a,
our results suggest that pretreatment of the target cells with -GalCer
seems to abolish the inhibitory effect of CD1d. However, when the
cells were pretreated with the vehicle (P-20) alone, the same effect
FIGURE 3. Cytolytic activity of NK and HVS-T cell lines. The cytotoxicity of a, NKL and b, HVS-T cell lines against CD1d.221 and CD1d.C1R
transfectants is reduced compared with mock-transfected target cells. Mock.221 (), CD1d.221 (), Mock.C1R (F), and CD1d.C1R (E). The results
shown are representative of at least three independent experiments.
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was observed. To avoid the P-20 effect, we next used -GalCer dis-
solved in DMSO (Fig. 6b), confirming that the effect of -GalCer is
independent of the solvent, DMSO, in this case. It has been described
previously that -GalCer also binds to CD1d, so we tested its effect in
the killing assays. Our data indicate that synthetic -GalCer (as ob-
served in Fig. 6c) is able to reverse the inhibitory effect of CD1d and
that this effect is also independent of the vehicle (DMSO). Similar
data were obtained with bovine brain -GalCer (data not shown).
Pretreatment of HLA-B48.221 and CD1a.221 with -GalCer and
-GalCer dissolved in DMSO were used as controls, and no statistical
differences were observed in their NK lysis inhibition (data not
shown). In addition, mycolic acid from M. tuberculosis, CD1b-bind-
ing lipids, was used as Ag control with our target cells, and no dif-
ferences in lysis inhibition were observed (data not shown).
To clarify the role of -GalCer in our assays, we decided to
verify its biological effect by testing the cytotoxicity of NKT cells
against our CD1d.221 cells treated with or without -GalCer. As
expected, -GalCer increases the cytotoxicity of NKT cells against
CD1d.221 cells in a dose-dependent manner (data not shown), in-
dicating that -GalCer does bind to CD1d in our cells and can
mediate a biological effect in NKT recognition.
Our results suggest that pretreatment of target cells with -Gal-
Cer as well as -GalCer reverses the inhibitory effect of CD1d
expression in NK lysis. One explanation for this could be that these
ceramides can displace an unknown endogenous ligand of CD1d,
involved in the interaction with the NK inhibitory receptor, im-
pairing its binding to CD1d loaded with -GalCer or -GalCer.
To find out whether CD1d loaded with -GalCer is able to bind
any receptor on the surface of NK cells, we performed flow cy-
tometry experiments in which we stained our effector cells with
CD1d-Fc/PA-A488 tetramers (a gift from Dr. J. Gumperz). As
shown in Fig. 7, CD1d tetramers loaded with -GalCer failed to
stain any of the effector cells used in our study. In contrast, CD1d
tetramer clearly binds to V24/V11 NKT cells used as
controls.
Discussion
Previous studies have shown that CD1 molecules can inhibit NK
cell-mediated cytotoxicity. Carbone et al. (15) have shown that
human CD1a, b, and c molecules can inhibit NK cell-mediated
cytotoxicity. Murine CD1 molecules, orthologous to human CD1d,
can also inhibit lymphokine-activated killer and NK cytotoxicity
(14). Murine and human CD1d molecules are very similar in terms
of sequence; they bind the same ligand, -GalCer; and are recog-
nized by each other’s NKT cells (25). The main difference between
human and mouse CD1d is the tissue expression pattern. Human
CD1d molecules are expressed mainly on epithelial cells, whereas
murine CD1d molecules are expressed on most cells of hemopoi-
etic origin (9). The CD1 system is divergent between humans and
mice. In contrast to humans and other mammalian species, mice
and rats lack orthology to the group I CD1 molecules that are
present in other rodents, such as guinea pigs and rabbits (26). For
that reason, we thought it would be interesting to investigate
whether human CD1d molecules could behave as NK cell
inhibitors.
The results of our study showed that NK-mediated cytotoxicity
of freshly isolated PBMC, IL-2-activated PBMC, and CD56 cells
activated with IL-2 against the NK-sensitive target cell lines
L721.221 and C1R can be partially inhibited by expression of
CD1d on the cell surface. In addition, we have observed that ex-
pression of CD1a can also inhibit the cytotoxicity on L721.221.
This observation is in agreement with the results of Carbone et al.
(15), in which they observed that the NK-sensitive cell lines T2
and HeLa are protected in NK cytotoxicity assays when trans-
fected with CD1a, b, or c molecules.
FIGURE 4. Statistical analysis of CD56CD3,
HVS-CTO, and NKL cytolytic activity. The figure
shows significant differences between Mock.221
and CD1d.221 lysis. The results were analyzed by
ANOVA test, which showed: CD56CD3 effec-
tor cells, E:T ratio 7.5:1 and 15:1 (, p 0.041 and
, p  0.0346, respectively) (n  8); HVS-CTO
effector cells, E:T ratio 5:1 and 10:1 (, p 
0.0044 and , p  0.0195, respectively) (n  8);
and NKL effector cells, E:T ratio 2:1 (, p 
0.0481) (n  7). , Correspond to lysis of
Mock.221 cells; u, correspond to CD1d.221.
7301The Journal of Immunology
In our study, we also included two kinds of cell lines with NK
activity: NKL and HVS-transformed T cells. NKL is a cell line
characterized by having a number of inhibitory receptors, and has
been used previously in cytotoxicity experiments with L721.221
cells. Our data showed that this cell line kills L721.221 more ef-
ficiently than C1R. This is probably due to the fact that C1R ex-
presses HLA-B35 at reduced levels and normal amounts of HLA-
Cw04 (27), which could also induce the expression of HLA-E on
the cell surface. It has been described that expression of CD1a, b,
and c on C1R (15, 28) does not protect target cells from NK cy-
totoxicity. This observation could be explained by the masking
effect of the endogenous HLA class I molecules. The effect of
CD1d expression on C1R was not analyzed in those studies (15,
28). Another possibility could be a higher level of CD1d expres-
sion on our CD1d.C1R cells than the expression of CD1a–c in
those C1R. However, our data show that CD1d can inhibit the lysis
of L721.221 as well as C1R cells. This could suggest that the
mechanisms (inhibitory receptors) governing CD1d-mediated in-
hibition can be different from those involved in CD1 type I
molecules.
Most of CD8 HVS-T cell lines have been shown to display
NK-like cytotoxic activity, measured as the ability to efficiently
kill the K562 cell line (23) (J. R. Regueiro, unpublished observa-
tions). We demonstrate in this study that these cells can also effi-
ciently lyse L721.221 and C1R cell lines. Moreover, our data in-
dicate that the NK-like HVS-T cytotoxicity can be inhibited by
expression of CD1d, although the quantitative effect varies be-
tween different effector cell lines. The molecular and cellular basis
of the NK-like activity of HVS-T cell lines is, to our knowledge,
unknown. Our results indicate that these cell lines can be a good
model to study mechanisms, such as inhibitory receptors involved
in the NK cytotoxicity inhibition by CD1d, and perhaps other
MHC-related molecules.
In every case, the lysis inhibition we observed was not com-
plete, but it was specific because it can be reversed in experiments
using specific mAbs for CD1d. Another way to study the speci-
ficity of the phenomenon is to analyze the effect of CD1d-specific
ligands. In mice, some ligands have been described for CD1d1.
Cellular glycosylphosphatidylinositol was identified as a major li-
gand of mouse CD1d1. CD1d1 binds glycosylphosphatidylinositol
through its phosphatidylinositol aspect with high affinity (29).
Phosphatidylinositol could play a chaperone-like role during the
assembly of CD1d1 in vivo (30). It has been described as an au-
toreactive NKT clone (V14J15) that is specifically activated,
upon recognition of phosphatidylinositol bound to mouse CD1d1
(31). In contrast, the murine T cell lymphoma line L5178-R is
known to shed a tumor-associated glycolipid, gangliotriaosylcer-
amide, into the culture medium. It has been found that this glyco-
lipid was presented by CD1d1 and that it can inhibit CD1-specific
stimulation of canonical (V14), but not noncanonical (V5)
NKT cells (32). Phosphatidylethanolamine was also described as a
natural Ag presented by CD1d1. An invariant NKT cell hybridoma
FIGURE 5. Effect of CD1d-specific F(ab)2 mAb. The inhibitory effect of CD1d expression on L721.221 is reversed by pretreatment of target cells with
CD1d42 F(ab)2 mAb. In CD56CD3, in HVS-CTO, and in NKL, the different colors of the columns depend on the target cells pretreatment. ,
Correspond to target cells not pretreated; u, correspond to target cells pretreated with F(ab)2 CD1d42; and o, correspond to F(ab)2 control. Differences
between CD1d.221-nontreated cells and cells treated with control F(ab)2 are statistically significant: CD56CD3 (p  0.0099; **, p 	 0.01) (n  3),
HVS-CTO (p  0.0446; , p 	 0.05) (n  3), and NKL (p  0.0396; , p 	 0.05) (n  3).
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(24.8.A) was activated by this Ag, and this activation was corre-
lated with the degree of unsaturation of the acyl chains (33). The
natural endogenous ligands of human CD1d are unknown. How-
ever, the capacity of CD1d to bind and present -GalCer is very
well known. For this reason, we decided to study the effect of this
compound in our cytotoxicity assays. Pretreatment of target cells
with -GalCer seemed to abolish the protective effect of CD1d in
our in vitro killing assays. Unexpectedly, the same phenomenon
was observed when the target cells were pretreated with P-20, the
vehicle in which -GalCer was dissolved. The reasons for this are
unknown. P-20 can augment the sensitivity of the target cells to the
NK cell-mediated cytotoxicity. This is, however, unlikely because
L721.221 cells pretreated with P-20 are killed with the same effi-
ciency as the untreated targets. Another possibility is that P-20
may alter the nature of an endogenous ligand (maybe a lipid) of
CD1d. This ligand could be involved in the interaction between
CD1d and an inhibitory NK receptor. Of course, in this case, the
effect of -GalCer cannot be analyzed. In our cells, -GalCer
seems to be bound to CD1d, as demonstrated by the fact that
CD1d.221 cells incubated with -GalCer are more efficiently
killed by NKT cells than untreated CD1d.221 cells. We thus de-
cided to analyze the effect of -GalCer dissolved in DMSO. In this
case, no effect was observed with the vehicle (DMSO), but a de-
crease in the lysis inhibition was obtained in the presence of
-GalCer bound to CD1d, similar to that observed with -GalCer
dissolved in P-20.
FIGURE 6. Effect of -GalCer and -GalCer presented by CD1d. a, The percentage of lysis inhibition was lower in target cells treated with -GalCer
and P-20 compared with untreated cells (p  0.0028; , p 	 0.01) (n  14). b, Pretreatment of target cells with -GalCer abolishes the protector effect
of CD1d compared with DMSO-treated or untreated target (p  0.001; , p 	 0.01) (n  12). c, -GalCer bound to CD1d increased the NK lysis,
compared with DMSO-treated and untreated target cells (p  0.046; , p 	 0.05) (n  6).
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We also use in our NK-mediated killing assays the related com-
pound, -GalCer, which is dissolved in DMSO. Pretreatment of
CD1d.221 target cells with -GalCer also abolishes the CD1d-
mediated protective effect in the cytotoxicity tests. An explanation
for our results could be that -GalCer and -GalCer can displace
an endogenous ligand for CD1d that could be important for the
interaction between the NK inhibitory receptor and CD1d. This
receptor could be unable to bind to CD1d loaded with -GalCer or
-GalCer. In this hypothesis, P-20 could have the effect suggested
above, which would not occur when using DMSO as a solvent.
This hypothesis could also explain our FACS analysis data in
which CD1d tetramers loaded with -GalCer did not bind to our
effector cells. These results are in agreement with those from
Gumperz et al. (24) and Ortaldo et al. (34) in which no NK cells
were stained and only a fraction of T (NKT) cells was labeled by
CD1d tetramers loaded with -GalCer, and also with -GalCer
(34).
A different effect has a bacterial lipid Ag presented by CD1b,
mycolic acid from M. tuberculosis, which may be able to signif-
icantly augment the protection against NK cell lysis conferred by
this CD1 protein (15). This lipid Ag was used in cytotoxic assays
with all our target cells, and no effect was observed.
In summary, our data suggest that CD1d could interact with a
NK inhibitory receptor in NK and HVS-T cells. This inhibitory
receptor could interact with CD1d in a ligand-dependent way, and
-GalCer and -GalCer would act as antagonists of this ligand.
Our results are in agreement with those of the CD1d system in
mice, although in this case, the effect of murine CD1d ligands was
not analyzed. However, it was analyzed in the study of Carbone et
al. (15), in which extracts from mycobacteria or the purified glu-
cose monomycolate (ligands of type I CD1 molecules) led to an
increase in the inhibition of NK killing.
The results presented in this work and those previously pub-
lished by other groups strongly suggest the existence of inhibitory
receptors for CD1 molecules in humans and mice. The identifica-
tion of those receptors will clarify the important role of CD1 mol-
ecules in the immune response.
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IMMATURE HUMAN DENDRITIC CELLS INFECTED WITH LEISHMANIA 
INFANTUM ARE RESISTANT TO NK MEDIATED CYTOLISIS BUT ARE 
EFFICIENTLY RECOGNIZED BY NKT CELLS. 
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ABSTRACT  
 
Dendritic cells (DC) play an important role in innate and adaptive immunity, interacting 
with T cells, Natural Killer (NK) and NKT cells. A critical step in the interaction of the 
parasitic protozoa Leishmania with their host is the evasion of both innate and adaptive 
immunity, producing a long-lasting chronic infection. There is growing evidence that 
these parasites can modify the antigen-presenting and immunoregulatory functions of 
DCs. The cells and mechanisms involved in innate immune response against 
Leishmania are still poorly understood.   
Here, we investigated how Leishmania infantum infection affects DC interactions with 
NK and invariant NKT (iNKTs) cells in humans. We found that infected iDCs do not 
up-regulate HLA class I molecules. Despite this, iDCs become resistant to killing 
mediated by autologous NK cells due to the up-regulation of HLA-E expression, which 
protects target cells from NK mediated lysis through interaction with the inhibitory 
receptor CD94/NKG2A. Furthermore, iDCs infected with L. infantum up-regulate 
CD1d cell surface expression and consequently can be efficiently recognized and killed 
by iNKT cells that produce significant amounts of IFN-γ. These data suggest that L. 
infantum could be able to evade NK recognition; in contrast, iNKTs may play an 
important role in the immune response against Leishmania.  
 
